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O transtorno de estresse pós-traumático é uma doença psiquiátrica 
desenvolvida a partir de um evento traumático. Um possível tratamento é a terapia 
de exposição prolongada, a qual está associada com a formação da memória de 
extinção. A extinção da memória de medo dependente da consolidação, um 
fenômeno dependente de síntese protéica e de vias de sinalização como a do 
3´5´-adenosina-monofosfato-cíclico (AMPc)/proteína quinase A (PKA)/proteína de 
ligação do elemento responsivo ao AMPc (CREB)/fator neurotrófico derivado do 
cérebro (BDNF). Além disso, uma das regiões fundamentais para a formação da 
extinção é o córtex infralímbico (IL). Neste cenário, o roflumilaste (ROF), inibidor 
seletivo da fosfodiesterase 4 pode amplificar a sinalização desta via. Desta forma, 
o objetivo do trabalho foi avaliar se a administração de ROF durante as etapas do 
aprendizado da extinção poderia melhorar sua persistência. Para isso, utilizou-se 
ratos Wistar inicialmente submetidos aos testes de labirinto em cruz elevado (LCE) 
e o teste de transição claro escuro (TCE) 20 min após a administração do ROF 
(0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg), para avaliar comportamentos associados à ansiedade. 
Em seguida, grupos independentes de animais foram submetidos ao protocolo de 
condicionamento e extinção da memória de medo contextual. Esses grupos 
receberam ROF (0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg) 20 min antes ou 5 min, 3 h e 6 h após a 
sessão de extinção. Além disso, o ROF (9 ng/0.2 μl) também foi diretamente 
infundido no IL 5 min e 3 h após a extinção. Foi utilizado também o H89 (10 μM; 
inibidor de PKA) no IL após 3 h. Um grupo adicional recebeu veículo ou ROF (0,03 
mg/kg; i.p.) as 3 h após a extinção e foram eutanasiados 11 dias após a extinção e 
o IL foi dissecado para análises da expressão de BDNF, proteína de densidade 
sináptica (PSD95) e Sinaptofisina por Western Blot. Os resultados encontrados 
mostram que o ROF não alterou o comportamento de ansiedade e exploratório 
dos animais. A administração na aquisição da extinção apontou um efeito de 
melhora da extinção durante a sessão com a dose intermediária (0,03 mg/kg), 
enquanto a maior dose (0,1 mg/kg) apresentou piora na expressão da extinção no 
dia seguinte, mas esses efeitos não foram duradouros. Durante a fase inicial da 
consolidação, o ROF não produziu nenhum efeito. Já na fase tardia (3 h), a dose 
de 0,03 mg/kg potencializou a persistência da extinção. O mesmo padrão foi 
encontrado com a administração de ROF no IL, afinal, a administração de ROF 5 
min após a sessão de extinção, não alterou a expressão do congelamento dos 
animais, mas quando administrado 3 h após a extinção o ROF potencializou a 
persistência da extinção. Esse efeito foi dependente da atividade da PKA no IL e 
do aumento da expressão de BDNF nessa região, mas sem alteração da 
sinaptofisina. Independente do tratamento, os grupos que foram submetidos ao 
protocolo de extinção apresentaram redução da expressão de PSD95 no IL. Em 
conjunto, os resultados encontrados indicam que o ROF administrado na fase 
tardia da consolidação é capaz de melhorar a persistência da extinção, o qual 
depende da atividade da PKA no IL e está relacionado com o aumento da 
expressão de BDNF no córtex IL. 
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The posttraumatic stress disorder is a psychiatric disease developed from a 
traumatic event. A possible treatment is the prolonged exposure therapy, which is 
associated with the extinction memory formation. The fear memory extinction 
depends on consolidation, a process conditioned to protein synthesis and signaling 
pathways such as cyclic 3'5'-adenosine monophosphate (cAMP)/protein kinase A 
(PKA)/element binding protein responsive to cAMP (CREB)/brain derived 
neurotrophic factor (BDNF). Moreover, a key region underlying extinction is the 
infralimbic cortex (IL). In this context, roflumilast (ROF), a selective inhibitor of 
phosphodiesterase 4, may amplify this signaling pathway. Thus, the objective of 
this study was to evaluate whether the ROF administration during the stages of 
extinction learning could improve its persistence. For this, male Wistar rats were 
initially submitted to the elevated plus-maze (EPM) and the light-dark transition test 
(LDT) 20 minutes after ROF (0.01, 0.03 and 0.1 mg/kg) administration to evaluate 
anxiety-associated behaviors. Then, independent groups of animals were 
submitted to the protocol of fear conditioning and memory extinction. These groups 
received the same doses of ROF 20 min before or 5 min, 3 h and 6 h after the 
extinction session. Additionally, the ROF (9 ng/0.2 μl) was also directly infused into 
IL 5 min and 3 h after extinction. H89 (10 μM; PKA inhibitor) was also infused into 
IL after 3 h. An additional group received vehicle or ROF (0.03 mg/k; i.p.) 3 h after 
extinction and were euthanized 11 days after extinction and the IL was dissected 
for analyzes of BDNF, PSD95 and Synaptophysin expression by Western Blot. The 
results showed that ROF did not produce any effect in anxiety and exploratory 
behavior. ROF (0.03 mg/kg) administration before acquisition of extinction reduced 
the freezing behavior during the extinction session, while the higher dose (0.1 
mg/kg) impaired the expression of extinction during the next day, but these effects 
were not long lasting. During the initial consolidation phase, ROF had no effect. In 
the late phase (3 h), the dose of 0.03 mg/kg increased the persistence of 
extinction. The same pattern of results was observed with the administration of 
ROF into the IL. After 5 min ROF did not alter the freezing expression, but when 
administered 3 h after extinction, ROF potentiated the extinction persistence. This 
effect was dependent on PKA activity in IL and the increase of BDNF expression in 
this region, but without synaptophysin alteration. Regardless of the treatment, the 
groups submitted to the extinction protocol showed reduction of PSD95 expression 
in IL. Taken together, the results indicate that ROF administered in the late phase 
of consolidation is able to improve the persistence of extinction. This result 
depends on the activity of PKA in IL and is related to the increase of BDNF 
expression in the IL cortex. 
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1.1 O TRANSTORNO DE ESTRESSE PÓS-TRAUMÁTICO 
 
O transtorno de estresse pós-traumático (TEPT) é uma doença 
psiquiátrica relacionada a um trauma e ao estresse (DSM-V, 2013) que se 
desenvolve a partir da exposição do indivíduo a um evento traumático (CAREAGA, 
GIRARDI & SUCHEKI, 2016) definido como uma situação que apresenta ameaça 
iminente à vida, gerando uma resposta intensa de medo (CREAMER, BURGESS 
& MCFARLANE, 2001). Os pacientes com TEPT apresentam sinais importantes 
para a identificação da doença como: recorrência de memórias intrusivas, evitação 
e hiperexcitabilidade (DSM-V, 2013). 
 Embora nem todas as pessoas expostas a eventos estressantes extremos 
desenvolvem o TEPT, este é o quarto transtorno psiquiátrico mais comum nos 
EUA (BRESLAU et al., 1991; KESSLER et al., 1995; CAREAGA, GIRARDI & 
SUCHEKI, 2016). Estudos epidemiológicos na população em geral revelam que 
antes dos ataques de 11 de setembro, 5 a 6% dos homens e 10 a 14% das 
mulheres apresentavam sintomas de TEPT ao longo da vida (BRESLAU et al., 
1991, KESSLER et al., 1995, RESNICK et al. 1993), depois do ataque, estes 
números dobraram (BOWLER et al., 2017). Além disso, relatos anteriores indicam 
que cerca de 50% das mulheres que foram vítimas de abuso sexual desenvolvem 
o transtorno (CREAMER et al., 2001). Em veteranos de guerra, outro grupo de 
risco para a doença, a porcentagem fica em torno de 13 à 15% (CAREAGA, 
GIRARDI & SUCHEKI, 2016). 
 Esses eventos traumáticos promovem a formação de uma memória de 
medo associativa, sendo que um desequilíbrio no processo de aprendizado e na 
evocação dessa memória seria um dos fatores para o início da doença 
(MICHOPOULOS, NORRHOLM & JOVANOVIC, 2015). Ao mesmo tempo essa 
memória está envolvida com os principais sintomas apresentados na doença: as 
lembranças angustiantes, recorrentes e involuntárias do evento traumático (DSM-
5, 2013). Ao evocar esta memória os pacientes com TEPT re-experienciam a 
situação traumática por meio de pesadelos, flashbacks e expressam reações de 
medo quando expostos a situações que remetem ao trauma (HUGHES & SHIN, 
2011). 
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 O processamento das memórias aversivas depende do recrutamento de 
estruturas cerebrais como o hipocampo, o córtex pré-frontal medial (CPFm) e a 
amígdala. Em pacientes com TEPT apresentam, quando comparados ao grupo 
controle, hiperatividade da amígdala e o córtex cingulado anterior enquanto há 
hipoatividade do hipocampo e o córtex pré-frontal ventromedial (CPFvm; HUGHES 
& SHIN, 2011; HAYES, VANELZAKKER & SHIN 2012).  
 Com relação ao tratamento da doença, uma possível psicoterapia 
utilizada como recurso terapêutico para o TEPT é a terapia de exposição 
prolongada (HOFMANN, 2007), que é um técnico cognitivo comportamental que 
se baseia no mecanismo de extinção da memória, nos quais os pacientes são 
expostos a sinais que são relacionados ao evento traumático (pensamentos, 
sentimentos e situações). Estes sinais são apresentados ao paciente de forma 
repetida e prolongada a fim de reduzir os sintomas do estresse pós-traumático 
(MORRISON & RESSLER, 2013). Contudo, o processo de extinção apresenta 
limitações, entre elas, a recuperação espontânea, fenômeno caracterizado pela 
recuperação das respostas de medo (HOFMANN, 2007; MORRISON & 
RESSLER, 2013; KLAVIR, GENUD-GABAI & PAZ, 2012).  
Portanto, é importante compreender melhor os mecanismos envolvidos na 
formação e manutenção da memória de medo, para encontrar maneiras de 
enfraquecer a recuperação das respostas de medo. Em estudos pré-clínicos, o 
protocolo de condicionamento de medo ao contexto, é um modelo animal que 
permite mimetizar a formação da memória de medo como no TEPT, sendo assim, 
uma ferramenta para compreender os mecanismos envolvidos na manutenção da 
memória aversiva (MORRISON & RESSLER, 2013; IZQUIERDO, FURINI & 
MYSKIW, 2016).  
 
1.2 O CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO 
 
O estudo do condicionamento foi primeiramente descrito em 1927 por 
Pavlov, que mostrou que os cães eram capazes de associar o som de um sino a 
uma recompensa apetitiva e, depois de condicionados a receber a recompensa 
após o sino, o estímulo sonoro per se já era capaz de estimular a produção de 
saliva (PAVLOV, 1927). Embora esse trabalho tratasse de memórias apetitivas, 
modelos de condicionamento clássico têm sido amplamente utilizados para o 
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estudo de memórias aversivas e contribuído para a compreensão das etapas de 
formação e manutenção dessas memórias, principalmente pela sua fácil 
reprodutibilidade (BOUTON & MOODY, 2004). 
No modelo de condicionamento Pavloviano, os animais são apresentados a 
um estímulo sensorial prévio, até então neutro, como um som, odor, luz ou 
contexto, sendo esse, o estímulo condicionado (EC). Especificamente para o 
condicionamento ao contexto, os animais formam uma representação espacial 
relacionada ao contexto previamente exposto, processo importante para o 
estabelecimento de uma memória contextual de longa duração (FANSELOW, 
2010). 
 Desta forma, após a exposição ao contexto é feito o pareamento desse EC 
a um estímulo aversivo, usualmente por meio de choques nas patas, introduzindo 
o estímulo incondicionado (EI). O EI aversivo naturalmente induz uma resposta 
comportamental de medo e assim esse pareamento leva a formação de uma 
memória de medo associativa (IZQUIERDO, FURINI & MYSKIW, 2016). A 
formação dessa memória de medo torna este modelo animal uma ferramenta 
adequada para explorar os mecanismos associados com a formação e 
manutenção das memórias aversivas. 
 
1.3 A MEMÓRIA AVERSIVA 
 
Durante o protocolo de condicionamento de medo ao contexto, o momento 
em que o EC é pareado com o EI é chamado de sessão treino ou sessão de 
condicionamento, em que há o processo de aquisição da memória aversiva e há a 
ativação de circuitos neurais específicos que serão estabilizados pelo processo de 
consolidação. Tais mecanismos associados com a formação e manutenção das 




Figura 1. A formação e manutenção da memória de medo. Após um evento aversivo há a 
aquisição da memória em que ocorre a ativação de circuitos de neurônios, que depois de 
estabilizada sustentará a memória. A estabilização depende dos mecanismos de consolidação e 
persistência. A consolidação é dividida em duas etapas: A - Fase inicial da consolidação (0-3 h) em 
que há aumento de proteínas e neurotransmissores envolvidos na transmissão de sinal; B - Fase 
tardia da consolidação (3-6 h) com a síntese de proteínas que mantém a LTP e estabiliza o traço 
de memória. Durante a consolidação também há o início do processo de persistência, 
representado por C, que é uma onda de síntese proteica tardia que atua na manutenção das 
memórias de longo prazo. 
 
O processo de consolidação pode ser dividido em, uma fase inicial e uma 
fase tardia. A fase inicial da consolidação, ocorre imediatamente após o 
aprendizado, com o aumento de proteínas, neurotransmissores e receptores 
envolvidos na amplificação da transmissão do sinal como: óxido nítrico, 
monofosfato de guanosina cíclico (GMPc), proteína quinase G (PKG), proteína 
quinase II dependente de cálcio/calmodulina (CaMKII), noradrenalina, glutamato, 
receptores N-metil-d-aspartato (NMDA) e alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiónico (AMPA; IZQUIERDO & MEDINA, 1997; BOURTCHOULADZE 
et al., 1998; MCGAUGH, 2000; KIDA, 2019; BERNABEU et al., 1997; KANDEL, 
2001; FINKBEINER et al., 1997).  
Por sua vez, a fase tardia da consolidação, que ocorre aproximadamente 
na metade da janela de consolidação, está mais associada com o aumento de 
expressão de sinalizadores que vão induzir o remodelamento sináptico como, por 
exemplo:  o 3´5´-adenosina- monofosfato-cíclico (AMPc), a proteína quinase A 
(PKA), a proteína de ligação do elemento responsivo ao AMPc (CREB) e o fator 
neurotrófico derivado do cérebro (BDNF; IZQUIERDO & MEDINA, 1997; 
BOURTCHOULADZE et al., 1998; MCGAUGH, 2000; KIDA, 2019; BERNABEU et 
al., 1997; KANDEL, 2001; FINKBEINER et al., 1997). 
Dentre esses sinalizadores, que são expressos durante a fase tardia da 
potenciação de longa duração (LTP do inglês “long-term potentiation”) o CREB e o 
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BDNF provocam alterações morfológicas nos neurônios (BERNABEU et al., 1997; 
KANDEL, 2001; FINKBEINER et al., 1997), o que é importante para a sustentação 
da memória de longa duração e já foi relatado que o CREB  é necessário para 
manter as alterações associadas com a manutenção do potencial excitatório na 
LTP, como a expressão da subunidade GluA1 dos receptores AMPA e a 
formação/maturação das espinhas dendríticas neuronais (MIDDEI et al., 2013). 
 Desta forma, é possível que esses sinalizadores estimulem às proteínas 
que estão envolvidas com as alterações morfológicas da LTP, entre elas, a 
proteína de densidade sináptica 95 (PSD95) que é uma proteína estrutural 
altamente estável na sinapse e liga-se aos receptores NMDA e os estabiliza em 
neurônios pós-sinápticos, além de participar da maturação dos botões sinápticos 
e, assim, sendo necessária para a indução de LTP, pois favorece a sinapse 
excitatória (BERRY & NEDIVI, 2017; XIE et al., 2019). 
Outra proteína dependente da sinalização acima citada é a sinaptofisina, 
uma proteína de membrana presente em vesículas sinápticas, que pode ser usada 
como um marcador específico das vesículas sinápticas presente nos terminais 
sinápticos do neurônio pré-sináptico que desempenha um papel importante para a 
liberação de neurotransmissores, fundamental para a transdução de sinal da LTP 
(WANG et al., 2017; WOOD et al., 2019). 
Para que o traço de memória seja duradouro, além do processo de 
consolidação, para que haja a manutenção da memória é necessários os 
mecanismos de persistência.  
A persistência é definida como uma onda tardia de síntese protéica 
necessária para sustentar e armazenar a memória de longo prazo. Este processo 
tem início na fase tardia da consolidação e pode se estender por até 24 horas 
após o aprendizado (KATCHE et al., 2010; BEKINSCHTEIN et al., 2008a). 
Evidências sugerem que sinalizadores de plasticidade e transcrição gênica como o 
CREB e o BDNF podem estar envolvidos na manutenção da memória 
(BEKINSCHTEIN et al., 2008b). 
Uma proteína fundamental para o processo de persistência é a proteína 
quinase Mζ (PKMζ), uma isoforma atípica, constitutivamente ativa, da proteína 
quinase C (PKC) expressa no sistema nervoso central (Sacktor et al., 1993; Kelly 
et al, 2007; Sacktor & Hell, 2017). A qual, participa da manutenção da LTP e das 
memórias de longa duração (Mei et al, 2011; Sacktor & Hell, 2017). Um possível 
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mecanismo desta manutenção é a redução da internalização dos receptores 
AMPA, pela ação da PKMζ, mantendo-os assim ancorados à membrana (Yu et al., 
2017). 
Depois de estabilizada, a memória de medo pode ser evocada. Isso ocorre, 
por exemplo, quando os animais são novamente expostos ao EC e expressam 
comportamentos de defesa como: fuga, esquiva ou congelamento (LEDOUX, 
2000). No caso do condicionamento de medo ao contexto é comum a avaliação do 
comportamento de congelamento, definido como a total ausência de movimentos 
do corpo e da cabeça exceto aqueles associados à respiração (BLANCHARD & 
BLANCHARD, 1969), como parâmetro de retenção da memória. 
Um ponto interessante, é que, se a reexposição ao contexto se der de 
forma repetida e/ou prolongada, a resposta comportamental reduz 
gradativamente, processo denominado de extinção (HOFMANN, 2007; STOJEK, 
MCSWEENEY & RAUCH, 2018). Como já mencionado, acredita-se que este 
processo seja um possível mecanismo para o que é observado na terapia de 
exposição prolongada para pacientes com TEPT (MORRISON & RESSLER, 
2013). Logo, compreender os mecanismos envolvidos na formação e manutenção 
da extinção pode indicar novos mecanismos ou intervenções farmacológicas que 
possam ser utilizados para potencializar os resultados da terapia de exposição 
prolongada. 
 
1.4 A MEMÓRIA DE EXTINÇÃO  
 
Se o animal for exposto de forma prolongada e/ou repetida ao EC sem a 
apresentação do EI, a resposta de medo ao EC diminui. Esta redução da resposta 
de medo é atribuída à formação de uma nova memória que suprime a memória de 
medo, um processo conhecido como extinção do medo (HERRY et al., 2010). Isso 
porque, a extinção do medo é um processo que envolve uma nova aprendizagem 
de um sinal inibitório que compete com a memória do medo anteriormente 
aprendida (CHATTWAL et al., 2006). 
A formação da memória de extinção e do medo apresentam mecanismos 
diferentes (ISIEGAS et al., 2006; IZQUIERDO, FURINI & MYSKIW, 2016), a 
começar pelos neurocircuitos envolvidos. A figura 2A e 2B indica as diferentes 
projeções envolvidas no aprendizado e manutenção de medo e da extinção, 
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respectivamente, evidenciando a diferente participação do córtex infralímbico (IL) 
e pré-limbico (PL) em cada um dos processos. 
 
  
Figura 2. Os neurocircuitos envolvidos com a expressão e supressão das respostas de medo no 
condicionamento de medo ao contexto. Em A estão indicados os mecanismos que envolvem a 
expressão da memória de medo, em que os estímulos sensoriais chegam pela amígdala 
basolateral (BLA) por projeções glutamatérgicas que ativam o núcleo centro-medial da amígdala 
(CeM), estimulando as resposta de medo, sinalização modulada pelo córtex pré-límbico (PL). Em B 
estão representados os processos envolvidos com a expressão da extinção, em que é possível 
verificar que a atividade das células intercalares da amígdala (mITC; interneurônios gabaérgicos), 
que inibem o CEm, reduzindo a expressão do medo, sinalização modulada pelo córtex infralímbico 
(IL). FONTE: Adaptado de CAREAGA, GIRARDI & SUCHEKI (2016) 
 
Assim como indicado na figura 2B, o IL apresenta um papel fundamental na 
regulação da memória de medo. O IL está localizado no CPFm e tem papel 
fundamental para a formação e recuperação da memória de extinção (DO-MONTE 
et al., 2015; SOTRES-BAYON et al., 2004; MILAD & QUIRK, 2012; ORSINI & 
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MAREN, 2012; DUVARCI & PARE, 2014). Curiosamente, lesionar ou inativar o IL 
durante o treinamento de extinção tem pouco efeito durante a sessão da extinção, 
contudo, induz a recuperação do medo no dia seguinte (QUIRK et al., 2000; 
LAURENT & WESTBROOK, 2009; CHANG & MAREN, 2010; FONTANEZ-NUIN et 
al., 2011; SIERRA-MERCADO, PADILHA-COREANO & QUIRK, 2011; SANTINI, 
SEPULVEDA-ORENGO & PORTER, 2012), propondo que a atividade do IL 
induzida pela extinção é fundamental para a formação da memória de extinção 
(DO-MONTE et al., 2015). 
Esses achados da importância do IL para a formação e manutenção da 
memória de extinção são semelhantes aos resultados encontrados em humanos, 
pois, ao avaliar a atividade do CPFvm humano, região homóloga ao IL de ratos, foi 
observado que pacientes com TEPT apresentam hipoatividade da região 
(PHELPS et al., 2004; HAYES et al., 2012). Esta hipoatividade pode estar 
relacionada com a resistência à extinção, uma das principais características 
observadas nos pacientes com TEPT. Afinal, o CPFvm é fundamental para o 
aprendizado da extinção (PHELPS et al., 2004; ETKIN & WAGER, 2007; HAYES 
et al., 2012). 
Assim como o IL em roedores, em humanos, o CPFvm possui projeções 
para as células intercalares da amígdala que inibem a amígdala basolateral 
reduzindo as respostas de medo e ansiedade (KOENIGS & GRAFMAN, 2009; 
LIKHTIK et al., 2014), portanto, esta desregulação da função CPFvm pode 
contribuir diretamente para a desregulação da ativação da amígdala e 
consequentemente com as respostas aumentadas de medo e ansiedade 
observadas no TEPT (GOOSSENS et al., 2007). Além disso, os pacientes com 
TEPT também exibem deficiências em outros processos cognitivos mediados pelo 
CPFvm, como exemplo, prejuízo no aprendizado de novos ambientes, que pode 
ser atrelado com a generalização da memória aversiva, conhecida como perda da 
especificidade da memória (OLFF et al., 2014). Adicionalmente, pacientes com 
TEPT apresentam também um desempenho ruim em testes de flexibilidade 
cognitiva (KANAGARATNAM & ASBJØRNSEN, 2007). Desta forma, o prejuízo na 
atividade do CPF pode contribuir para a disfunção cognitiva observada em 
pacientes com TEPT. Portanto, é possível que a resistência à extinção seja 
decorrente desta disfunção cognitiva observada em pacientes, evento que de 
forma translacional é observado em modelos animais, pois, roedores que são 
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submetidos a protocolos que formam a memória de extinção também apresentam 
recuperação das respostas de medo (PAREDES & MORILAK, 2019). 
Tendo em vista que a expressão da extinção e do medo ocorre por 
diferentes circuitos e mecanismos, é possível que as memórias de medo que 
foram extintas possam se recuperar espontaneamente ao longo do tempo 
(RESCORLA, 2004). Outro ponto importante, é que a renovação de memórias de 
medo pode ocorrer em novos contextos (BOUTON, 2004). E ainda, as respostas 
de medo a um EC podem ser restabelecidas simplesmente pela reexposição 
apenas ao EI (RESCORLA & HETH, 1975). Essas características fornecem 
evidências substanciais de que as memórias de medo existentes, por si só, não 
são apagadas pela extinção do medo, porque a memória extinta pode retornar. 
Além disso, é possível que o aprendizado do medo original seja novamente 
fortalecido envolvendo novamente a associação entre o EC e do EI (RESCORLA, 
2001; BOUTON et al., 2006). Portanto, a extinção do medo recruta circuitos 
inibitórios para suprimir a expressão das memórias de medo existentes. 
A manutenção em longo prazo destas memórias depende da síntese de 
novo de proteínas e mudanças de plasticidade em áreas do cérebro que levam à 
sua persistência (LUCHKINA & BOLSHAKOV, 2019). Os mecanismos que 
envolvem a consolidação da memória já são amplamente explorados (DO-MONTE 
et al., 2015), contudo, os mecanismos que sustentam a memória de extinção ao 
longo do tempo são muito pouco estudados, principalmente referentes à sua 
persistência. Nesse contexto, alguns autores mostraram que mecanismos que 
controlam memórias de longo prazo são similares na extinção (MUELLER, 
PORTER & QUIRK, 2008; DO-MONTE et al., 2015) e outros estudos sugerem que 
a extinção do medo depende de mecanismos diferentes (LUCHKINA & 
BOLSHAKOV, 2019).  
Para a formação da extinção, as projeções neuronais do infralímbico 
ativam as células intercalares da amígdala (interneurônios gabaérgicos) que 
inibem a amígdala central reduzindo assim as respostas de medo (LUCHKINA & 
BOLSHAKOV, 2019). Para esta sinalização há a participação de sinalizadores 
excitatórios (como a PSD95, sinaptofisina e receptores AMPA) e sinalizadores 
inibitórios (como o ácido gama-aminobutírico; GABA), sendo assim, fundamentais 
para a formação desta memória (POPOVA et al., 2014). Esta sinalização induz 
processos de plasticidade que formam e mantém o aprendizado de extinção 
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(FLAVELL et al., 2019; LISBOA et al., 2019). Contudo, os mecanismos que 
sustentam a memória de extinção com o passar do tempo ainda são pouco 
explorados. 
Neste contexto, compreender os mecanismos envolvidos com a 
persistência da extinção é fundamental, afinal, já é conhecido que com o passar 
dos dias a memória de medo se sobressai sobre a de extinção. Isso se dá, muito 
provavelmente, pela natureza adaptativa da memória de medo, como sugerido 
pelos estudos de Haubrich e colaboradores (2017) que mostraram que a 
reexposição ao contexto a partir de 21 dias faz com que os animais apresentem 
um percentual de congelamento semelhante aos primeiros minutos da extinção, 
evento conhecido como recuperação espontânea. 
Desta forma, buscar mecanismos que fortaleçam o aprendizado da 
extinção é uma das formas de reduzir a recuperação espontânea. Uma possível 
via para realizar intervenções farmacológicas capazes de fortalecer o aprendizado 
ou persistência da extinção é a via do AMPc/PKA/CREB/BDNF. Pois, 
interferências nesta via podem melhorar a cognição e aumentar a expressão de 
neurotrofinas (SHARMA et al., 2013). Estudos têm mostrado que o BDNF é 
fundamental para a expressão da extinção (GREEN, CORSI-TRAVALI & 
NEUMEISTER, 2013; SUN, LI & AN, 2018; SOLER-CEDEÑO et al., 2019; 
RADISKE et al., 2015). Um destes estudos mostrou que a administração de BDNF 
é capaz de mimetizar a expressão da extinção quando infundido, in vivo, 
diretamente no córtex IL (PETERS et al., 2010), assim como, um estudo in vitro, 
no qual a estimulação elétrica mimetiza a extinção, mostrou que a administração 
de BDNF foi capaz de manter as alterações de plasticidade induzidas nesse 
modelo (SOLER-CEDEÑO et al., 2019). 
Neste cenário, as fosfodiesterases (FDEs), enzimas que degradam os 
segundos mensageiros AMPc e/ou o GMPc, apresentam-se como uma opção 
promissora para melhorar a memória de extinção, principalmente porque, sua 
inibição, já tem apresentado efeitos positivos na potencialização do aprendizado, 
tendo em vista que a partir do momento que estão inibidas mantém a o AMPc e/ou 




1.5 AS FOSFODIESTERASES  
 
As FDEs são uma classe de enzimas fundamentais dentro da cascata de 
transdução de sinal intracelular que segue a ativação de receptores acoplados à 
proteína G (KNOTT et al., 2017), pois, degradam o AMPc e/ou o GMPc através da 
hidrólise da ligação 3’ fosfato (SHARMA et al., 2013, KNOTT et al., 2017). Desse 
modo, as FDEs regulam os níveis intracelulares desses segundos mensageiros 
que estão presentes em inúmeros tecidos. Além disso, estes nucleotídeos cíclicos 
desempenham um papel importante na regulação de uma série de funções 
celulares envolvidas na transdução de sinal e transmissão sináptica 
(GREENGARD, 2001, NEVE et al., 2004).  
Em mamíferos, as FDEs são codificadas por 21 genes, produzindo 11 
famílias distintas de FDE e splicing alternativo (FDE1 a FDE11). Com base na 
especificidade do substrato, há famílias de FDE classificadas como específica de 
cAMP (FDEs 4, 7, 8), FDEs específicas de cGMP (FDEs 5, 6, 9) e de 
especificidade dupla (FDEs 1, 2, 3, 10, 11; BENDER & BEAVO, 2006). A utilização 
de inibidores de FDE já indicou diversos efeitos inclusive nos processos de 
cognição e de plasticidade (RENEERKENS, 2009; KNOTT et al., 2017). Um dos 
possíveis mecanismos envolvidos com esta melhora seria o aumento da 
sinalização da via AMPc/PKA/CREB/BDNF, pois, a FDE participa da modulação 
desta via de sinalização, conforme mostrado na figura 3. 
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Figura 3. Participação da FDE na sinalização celular. O esquema apresenta dois receptores 
acoplados à proteína G, em que o da esquerda induz a formação de AMPc enquanto o da direita 
induz GMPc. Em ambos, a fosfodiesterase interrompe a sinalização de sinal hidrolisando AMPc ou 
o GMPc. Ao hidrolisar estes segundo mensageiros, a FDE reduz a sinalização de PKA e PKG e 
consequentemente a fosforilação do CREB, reduzindo, portanto a expressão de BDNF e outras 
neurotrofinas. FONTE: SHARMA et al., 2013. 
 
Dentre estes inibidores, a inibição da FDE-4 é uma das mais promissoras 
para potencializar a memória de extinção, pois, a FDE-4 é um dos subtipos de 
FDE que degrada especificamente o AMPc (RUTTEN et al., 2007; RENEERKENS, 
2009; KNOTT et al., 2017) e é amplamente expressa no sistema nervoso central, 
inclusive em regiões que são fundamentais para a formação da memória de 
extinção: o hipocampo, a amígdala e o CPFm (PÈRES-TORRES et al., 2000; 
LAKICS, KARRAN & BOESS, 2010; SINGEWALD et al., 2015), mostrados na 
figura 2B. 
Desta forma, a inibição da FDE-4 aumenta a atividade biológica do AMPc, 
e consequentemente mantém a sua interação com a PKA, a qual induz a 
fosforilação da CREB e aumenta a transcrição de diversas proteínas associadas 
com os mecanismos de plasticidade, incluindo o BDNF (figura 3). Portanto, a 
inibição da FDE-4 apresenta funções fundamentais na fase tardia da consolidação 
da memória (RUTTEN et al., 2007) e nos processos de potenciação de longa 
duração (do inglês LTP; BARAD et al., 1998; MCGIRR et al., 2016). Curiosamente, 
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a participação do CREB nos processos de consolidação da extinção ainda é 
controversa, pois, há autores que mostraram que o aumento da fosforilação e 
consequentemente da atividade de CREB pode favorecer o processo de aquisição 
da extinção (CHAI et al., 2014; MAMIYA et al., 2009), ao mesmo tempo em que 
autores propõem que este aumento prejudicaria o aprendizado da extinção 
(MONTI, BERTEOLLI & CONTESTABILE, 2006; MULLER, HOFMANN & 
CHERRY, 2010). 
Em suma, estas evidências apontam que os inibidores de FDE-4 são uma 
possível ferramenta para avaliar se a potencialização da sinalização dependentes 
de AMPc/PKA/CREB pode potencializar ou prejudicar a memória de extinção. Um 
dos fármacos pertencente à classe dos inibidores de FDE-4 é o Roflumilaste 
(ROF).  
 
1.6 O ROFLUMILASTE 
 
O ROF (Daxas®) é um medicamento que foi aprovado para o tratamento 
da doença pulmonar obstrutiva crônica grave (DPOC; GIEMBYCZ & FIELD, 2010). 
Seu mecanismo de ação ocorre através da inibição seletiva da FDE-4 (GIEMBYCZ 
& FIELD, 2010; WEDZICHA, CALVERLEY & RABE, 2016). Esta inibição ocorre de 
forma não seletiva para todos os subtipos de FDE-4 (A, B, C e D), contudo, 
estudos in vitro indicaram que o ROF apresenta maior afinidade com a FDE-4B, 
pois, foi capaz de inibir este subtipo com concentrações muito menores quando 
comparado com os outros subtipos (BOSWELL-SMITH, CAZZOLA & PAGE, 2006; 
HATZELMANN et al., 2010; KAWAMATAWONG, 2017).  
Adicionalmente, o ROF tem apresenta maior aceitabilidade clínica, pois 
estudos em humanos demonstraram menor incidência de efeitos eméticos do que 
comparados com o seu antecessor, o Rolipram (também inibidor de FDE-4) sendo 
este um dos motivos pelo qual foi aprovado para o uso em humanos (HALPIN, 
2008; PAGE & SPINA, 2012 KAWAMATAWONG, 2017).  
Outro ponto importante é que o ROF é capaz penetrar a barreira 
hematoencefálica (VANMIERLO et al., 2016, TAKANO et al., 2018). Essa 
propriedade farmacocinética é de relevância, tendo em vista que, estudos pré-
clínicos e clínicos já apontaram que o tratamento com ROF foi capaz de melhorar 
a memória (RUTTEN et al., 2007; VANMIERLO et al., 2016) e a recordação 
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imediata da memória verbal em idosos saudáveis, reforçando os possíveis efeitos 
na cognição e nos processos de aprendizagem de memória declarativa (VAN 
DUINEN et al., 2018; BLOKLAND et al, 2019). Em estudos pré-clínicos, animais 
que foram tratados por 5 dias com ROF, ou 3 horas após o teste de 
aprendizagem, apresentaram desempenho de memória aprimorada nos testes de 
reconhecimento e de localização de objetos, respectivamente (JABARIS et al., 
2015a; VANMIERLO et al., 2016). Além disso, JABARIS et al. (2015b) sugeriram 
também que o ROF pode reverter o comprometimento cognitivo em ratos 
hipertensos, estimulando a via AMPc/PKA/CREB, já que o CREB fosforilado foi 
aumentado no hipocampo de animais tratados com ROF. Estas características 
fazem deste inibidor de FDE-4 um excelente fármaco para induzir efeitos que 




 Como os mecanismos envolvidos com a formação da memória de extinção 
ainda não são totalmente esclarecidos é importante avaliar os diferentes 
mecanismos envolvidos nesse processo. Principalmente porque os dados da 
literatura ainda são controversos com relação ao envolvimento de CREB na 
formação da memória de extinção. 
 Além disso, os mecanismos que estão associados com a persistência da 
memória de medo vêm sendo amplamente explorados. Por outro lado, pouco se 
sabe sobre os mecanismos de persistência da extinção, assim, é fundamental 
explorar esses mecanismos.  
Para tal, o ROF, inibidor de FDE do tipo 4, é um possível agente 
farmacológico para melhorar o processo de extinção, já que estudos têm 
demonstrado que é capaz de potencializar a cognição, tanto em humanos quanto 
em animais, muito provavelmente pelo via do AMPc/PKA/CREB/BDNF. Contudo, 










 A formação da memória de extinção é dependente de um mecanismo 
complexo de sinalização intracelular e do processo de plasticidade sináptica. 
Contudo, pouco se sabe ainda sobre os processos envolvidos nessa modulação. 
Curiosamente, o CREB, um dos sinalizadores chave no processo de plasticidade, 
apresenta um papel controverso na extinção da memória, pois há autores que 
observaram que o aumento de sua expressão melhora a extinção, enquanto, 
outros sugerem que prejudica a extinção. Nossa hipótese baseia-se no fato que os 
autores mantêm-se restritos a fase de aquisição e às fases iniciais da 
consolidação. Contudo, o processo de consolidação e persistência apresenta um 
período prolongado de síntese proteica, nos quais, as fases mais tardias são 
pouco exploradas. Desta forma, é possível que a participação da sinalização do 
CREB seja diferente com o passar do tempo e da fase de manutenção da 
memória. Desta forma, a nossa hipótese é que a inibição da FDE-4 em diferentes 
etapas do aprendizado da extinção pode potencializar a persistência da memória 
de extinção.  
 
2.2 OBJETIVO GERAL 
 
Investigar os efeitos do inibidor de fosfodiesterase 4, ROF na aquisição e 
nas fases inicial e tardia da consolidação da extinção. Explorando as possíveis 
vias de sinalização associadas ao efeito do fármaco. 
 
2.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
● Avaliar o efeito do ROF na ansiedade em ratos expostos ao teste do 
labirinto em cruz elevado; 
● Avaliar o efeito do ROF na ansiedade em ratos expostos ao teste de 
transição claro-escuro; 
● Avaliar o efeito do ROF aquisição da memória de extinção; 
● Avaliar o efeito do ROF na fase inicial da consolidação da memória 
de extinção; 
33 
● Avaliar o efeito do ROF na fase tardia da consolidação da memória 
de extinção; 
● Avaliar o efeito do ROF na fase final da janela de consolidação; 
● Avaliar o efeito do ROF administrado no córtex IL na fase inicial da 
consolidação da extinção; 
● Avaliar o efeito do ROF administrado no córtex IL na fase tardia da 
consolidação da extinção; 
● Avaliar se o efeito do ROF no córtex IL é dependente da atividade da 
PKA na fase tardia da consolidação da extinção; 
● Avaliar se o efeito do ROF na fase tardia da consolidação da 
extinção modifica a expressão de BDNF, Sinaptofisina e PSD95 no 
córtex IL. 
  




O presente estudo foi realizado com ratos da linhagem Wistar, machos, 
com 13 a 15 semanas de vida, pesando entre 270 e 320 g, obtidos no biotério da 
Universidade Federal do Paraná (UFPR) e alojados em grupos de cinco em 
gaiolas de plástico (60 × 25 × 25 cm).  Os animais foram mantidos em condições 
padrão de biotério com temperatura (23 ± 2° C) e iluminação controlada (ciclo 
claro/escuro de 12 h), com livre acesso a água e comida. Todos os procedimentos 
experimentais foram aprovados pelo Comitê de Ética local para o Cuidado e Uso 
de Animais de Laboratório (CEUA) do Setor de Ciências Biológicas da 
Universidade Federal do Paraná, Curitiba, Brasil (autorização nº 1161), em 
conformidade com o Guia do National Institutes of Health para o Cuidado e Uso de 
Animais de Laboratório. (Publicação NIH nº 80-23, 1996) e a legislação brasileira 
seguindo as normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentação 
Animal (CONCEA). Todos os experimentos foram elaborados visando minimizar o 






As drogas utilizadas foram o Roflumilaste (ROF), inibidor seletivo da 
fosfodiesterase do tipo 4 nas doses de 0,01, 0,03 e 0,1 mg/kg quando 
administrado por via intraperitoneal (i.p.) ou 9 ng/0,2 μL quando administrado 
localmente no córtex IL. O ROF foi dissolvido em NaCl a 0,9% contendo 10,0% de 
monooleato de polioxietileno sorbitano (Tween® 80, Sigma-Aldrich, EUA), solução 
também usada como controle. A seleção das doses utilizadas foi baseada em 
estudos publicados anteriormente (RENEERKENS et al, 2009; VANMIERLO, 
2016). H89 (diclorohidratado - H89; Sigma-Aldrich, EUA), inibidor de PKA, usado 
na concentração de 10 μM/0,2 μL e infundido localmente no córtex IL, foi 
solubilizado em NaCl a 0,9% contendo 10% de Dimetilsulfóxido (DMSO). A 
seleção da concentração utilizada para infusão foi baseada em estudos publicados 
anteriormente (DAVIES et al., 2000; WU et al., 2015). 
 
3.3 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA, INFUSÃO DE DROGAS NO CÓRTEX IL E 
HISTOLOGIA 
 
Para a cirurgia estereotáxica os animais foram anestesiados com 1,0 
ml/kg de solução contendo xilazina (10 mg/ml; Carlier, Brasil) e quetamina (100 
mg/ml; Sespo, Brasil) associada à anestesia local (lidocaína 3,0% com 
norepinefrina 1: 50000; Dentsply, Brasil) e posicionado em um aparelho 
estereotáxico (Kopf, USA). Duas cânulas-guia de aço inoxidável (comprimento = 
11,0 mm, diâmetro externo = 0,8 mm) foram implantadas bilateralmente visando o 
córtex IL (AP = +3,0 mm de Bregma, ML = ± 0,5 mm de sutura central, DV = -1,8 
mm de o crânio (PAXINOS E WATSON, 2009) e fixados ao crânio com resina 
acrílica e dois parafusos de aço inoxidável. Para evitar a oclusão das cânulas, um 
fio ortodôntico (0,35 mm de espessura) foi introduzido dentro de cada cânula guia. 
Após dez dias de recuperação, os animais foram submetidos ao protocolo 
comportamental. Os animais receberam uma infusão bilateral de drogas 5 min e 3 
horas após a sessão de extinção com agulhas gengivais com 14,2 mm de 
comprimento introduzido através das cânulas guia até que suas pontas 
estivessem 3,2 mm abaixo da extremidade da cânula. Durante 1 min, 0,2 μl/lado 
de veículo ou droga foram injetados usando uma seringa de 5,0 μl conectadas a 
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uma bomba de infusão (Insight, Brasil). Um cateter de polietileno foi interposto 
entre a extremidade superior das agulhas e das seringas. O deslocamento de uma 
bolha de ar dentro do polietileno foi usado para monitorar o fluxo de drogas. As 
agulhas foram removidas 30 s após o término das injeções. 
Após o término dos experimentos, os animais foram anestesiados como já 
descrito. Para averiguar se o sítio de injeção estava corretamente posicionado no 
córtex IL, utilizou-se azul de metileno (0,2 μl/lado) injetado através das cânulas-
guia com uma agulha de mesma espessura e comprimento que a utilizada no dia 
da infusão. O cérebro foi removido e imerso em solução de formalina a 10%. 
Cortes cerebrais (50 μm de espessura) foram obtidos em um vibrátomo e o local 
da injeção foi conferido (Figura 4). Os animais foram incluídos na análise quando 
ambos os lados do córtex IL foram marcados coms pelo azul de metileno. 
 
Figura 4. Representação do sítio de injeção no córtex IL. Os círculos vermelhos representam a 
infusão no córtex. A seta vermelha indica a região corada com azul de metileno na análise 
histológica. Apenas os animais que tiveram acerto bilateral no córtex IL foram incluídos na análise 
estatística. 
 
3.4 CONDICIONAMENTO DE MEDO AO CONTEXTO 
 
Para minimizar a possível influência do ciclo circadiano no aprendizado e 
no processamento da memória, os testes comportamentais foram sempre 
realizados entre 13 e 17 horas. 
O condicionamento de medo ao contexto foi realizado sob a iluminação de 
70 lux em uma câmara retangular (35 × 20 × 30 cm) com paredes laterais de 
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alumínio e uma parede frontal e porta do teto feita de acrílico transparente, com 
piso gradeado, feito de barras de aço inoxidável, conectado a uma placa de 
circuito e a um gerador de choque (Insight, Brasil) permitindo aplicar choques 
elétricos controlados nas patas do animal, conforme detalhado posteriormente. Em 
todos os experimentos, conforme estudos anteriores (da SILVA et al., 2016; 
STERN et al., 2017), os animais foram inicialmente colocados no contexto com o 
objetivo de permitir a livre exploração do aparato por 3 min, processo denominado 
de sessão de familiarização, depois, retornaram à caixa moradia. 
No dia seguinte, os animais foram novamente submetidos ao contexto, 
agora na sessão de condicionamento do medo, na qual, os ratos receberam, após 
30 segundos, o EI (três choques elétricos nas patas por 3 segundos, com 30 
segundos de intervalo entre os choques). Após a última apresentação do EI, os 
animais permaneceram na caixa de condicionamento por mais 30 s antes de 
retornarem à sua gaiola. A intensidade do EI foi de 0,7 mA para os experimentos 
em que a administração de drogas foi sistêmica. Esta intensidade foi baseada em 
estudos anteriores que demonstraram não induzir resposta generalizada de medo 
(BALDI et al., 2004; da SILVA et al., 2016). Para os animais que passaram pela 
cirurgia estereotáxica para infusão diretamente no encéfalo a intensidade foi 
ajustada para 0,8 mA a fim de atingir níveis semelhantes de tempo de 
congelamento em animais tratados com veículo (STERN et al., 2015; 2017). 
No dia seguinte ao condicionamento ao medo, os animais foram expostos 
à sessão de extinção, que consistiu em uma exposição de 20 minutos ao contexto 
condicionado, sem a apresentação do EI. Com objetivo de avaliar a retenção da 
memória de extinção dos animais, os animais foram novamente expostos ao 
contexto no dia seguinte para o teste de extinção 1 (TE1) e 10 dias depois ao teste 
de extinção 2 (TE2), ambos com duração total de 3 min. 
Durante a sessão de extinção, TE1 e TE2, o comportamento de 
congelamento foi registrado como índice de retenção memória. O congelamento 
foi definido como a ausência total de movimentos do corpo e da cabeça, exceto 
aqueles associados à respiração (BLANCHARD & BLANCHARD, 1969). O tempo 
de congelamento foi quantificado em segundos por um observador treinado 
(confiabilidade inter e intra-observador ≥ 90%) cego aos grupos experimentais e 
expressos como a porcentagem do tempo total da sessão. 
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3.5 TESTE DE LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO 
 
O labirinto em cruz elevado (LCE) consiste de um aparato de madeira com 
dois braços abertos (50 x 10 cm) contendo uma borda de madeira com 1 cm de 
altura e 2 braços fechados (50 × 10 x 40 cm) conectados por uma área central (10 
x 10 cm). O aparelho foi mantido em uma sala com iluminação controlada (40 lux). 
O teste foi realizado conforme descrito em trabalhos anteriores (STERN et al., 
2010; 2015). Os animais foram colocados na área central do aparato voltada para 
um braço fechado. A sessão durou 5 minutos e foi gravada para análise posterior 
em que foram avaliadas as seguintes medidas comportamentais: O número de 
entradas com as quatro patas nos braços abertos (EBA) e fechados (EBF) e o 
tempo gasto nos braços abertos e fechados. Os dados brutos foram usados para 
calcular a porcentagem de entradas nos braços abertos {%EBA; [entradas de 
braços abertos/ (entradas nos braços abertos + entrada nos braços fechados)] × 
100} e percentual de tempo explorando os braços abertos {% TBA; [(tempo em 
braços abertos/300) × 100]}. 
 
3.6 TRANSIÇÃO CLARO-ESCURO (TCE) 
 
O teste de transição claro-escuro foi realizado em uma caixa de madeira 
(56,5 × 26,5 × 28,5 cm). A caixa é dividida em dois compartimentos de tamanho 
igual, um lado preto (compartimento escuro) e um lado branco (compartimento 
iluminado) que são cobertos por tampas de acrílico preto ou transparente, 
respectivamente. As duas câmaras estão interligadas por uma porta divisória (7,0 
x 6,0 cm) que permite a transição entre os dois compartimentos. A caixa foi 
mantida durante o teste a iluminação de 400 lux. Os ratos foram colocados 
individualmente no compartimento iluminado com a cabeça virada para a porta de 
separação. Após a primeira transição para o compartimento escuro, o 
comportamento do animal foi registrado por 5 minutos. A porcentagem tempo no 
compartimento claro (%TCC) foi usada como um índice de comportamento 
semelhante à ansiedade (HASCOET, 2009) e o número de cruzamentos totais 
(NC) foi usado para avaliar a atividade locomotora do animal. 
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3.7 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DE BDNF, PSD95 E SINAPTOFISINA POR 
WESTERN BLOT 
 
Para as análises por western blot os animais foram decapitados após os 
procedimentos experimentais descritos detalhadamente no experimento 8. O 
córtex IL foi cuidadosamente removido e dissecado, com o auxílio de uma matriz, 
espátulas e pinças. e mantidos congelados em gelo seco e no freezer -80 ºC até 
cada tecido ser transferido para um tubo contendo tampão de homogeneização 
(glicerol 10%, NaCL 137 mM, Tris HCl 20 mM, pH 7,5) com inibidor de protease 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e foram homogeneizados.  
Em seguida, o material foi centrifugado a 2.800 rpm em uma centrífuga 
refrigerada (4º C) por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo 
tubo eppendorf e centrifugado novamente a 12.000 rpm, por 15 minutos. O 
sobrenadante foi separado e armazenado. As amostras foram diluídas para atingir 
concentrações de proteínas igual 30 μg e separadas por eletroforese em 10%, 
12% e 15% de SDS-poliacrilamida gel.  
As proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e 
incubadas por uma hora e meia em tampão Tris (25 mM Tris, Glicina 192 mM, 200 
ml de metanol, pH 8). Para a realização da técnica de immunoblotting, foi 
realizado bloqueio com leite em pó 5% em salina tamponada tris com tween 20 
(TBS-T) em temperatura ambiente (quantidade suficiente para cobrir a membrana) 
durante 1 h, seguido de três lavagens em TBS-T de 10 min cada. Em seguida, as 
membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos monoclonais primários, 
anti-BDNF (1:300, Santa Cruz Biotechnology), anti-Sinaptofisina (1:2000, 
Millipore), anti-PSD95 (1:1500, QED Bioscience Inc.) e anti-GAPDH (1:5000, 
Santa Cruz Biotechnology) overnight (~16 h). A seguir, foram lavadas por três 
vezes de 10 minutos cada em TBS-T. Então, foi realizada a incubação com 
anticorpo secundário policlonal (1:2000 em TBS-T; cabra anti-coelho ou coelho 
anti-camundongo por 2 horas, seguida de 3 lavagens em TBS-T de 10 minutos 
cada. Por fim, foi realizada a revelação com kit de quimioluminescência ECLplus® 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) por 10 minutos. As bandas foram visualizadas 
com auxílio do Chemi-doc (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, EUA), e 
quantificadas por densidade óptica integrada usando o software Image J (NIH, 
Bethesda, MD, EUA). 
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3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
 
3.8.1 Experimento 1: Avaliação do efeito do ROF no comportamento 
exploratório e nos comportamentos do tipo ansioso. 
 
Como evidências mostram que os inibidores da FDE-4 podem interferir na 
ansiedade em roedores (LI et al., 2009; JINDAL et al., 2013; HANSEN et al., 2014; 
MCGIRR et al., 2015), primeiramente avaliamos se o ROF, nas doses 
selecionadas, causaria algum efeito nos comportamentos exploratórios ou nos 
comportamentos relacionados à ansiedade. . Desta forma, o ROF (0,01, 0,03 e 0,1 
mg/kg) ou seu veículo (VEI) foram administrados sistemicamente (i.p.) 20 minutos 
antes do teste LCE (n = 10 animais/grupo) ou do teste TCE (n = 10 
animais/grupo). 
 
3.8.2 Experimento 2: Avaliação do efeito do ROF na aquisição da memória 
de extinção 
 
Para investigar o efeito da inibição da FDE-4 durante a aquisição da 
extinção, o ROF [0,01 mg/kg (n = 14), 0,03 mg/kg (n = 12) ou 0,1 mg/kg (n = 9)] ou 
seu veículo [VEI (n = 13)] foram administrados sistemicamente 20 minutos antes 
da sessão de extinção. Após 24 horas e 11 dias depois, os animais foram 
submetidos ao TE1 e TE2, respectivamente. 
 
3.8.3 Experimento 3: Avaliação do efeito do ROF durante a fase inicial de 
consolidação da extinção 
 
Para investigar o efeito da inibição da FDE-4 durante a fase inicial de 
consolidação, ROF [0,01 mg/kg (n = 10), 0,03 mg/kg (n = 12) ou 0,1 mg/kg (n = 
10)] ou seu veículo [VEI (n = 12)] foram administrados sistemicamente (i.p.) 5 
minutos após a sessão de extinção. Após 24 horas e 11 dias depois, os animais 
foram submetidos ao TE1 e TE2, respectivamente. 
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3.8.4 Experimento 4: Avaliação do efeito do ROF durante a fase tardia da 
consolidação da extinção 
 
Para investigar o efeito da inibição de FDE-4 durante a fase tardia da 
consolidação, o ROF [0,01 mg/kg (n = 10), 0,03 mg/kg (n = 10) ou 0,1 mg/kg (n = 
10)] ou seu veículo [VEI (n = 10)] foram administrados sistemicamente 3 horas 
após a sessão de extinção. Após 24 horas e 11 dias depois, os animais foram 
submetidos ao TE1 e TE2, respectivamente. 
 
3.8.5 Experimento 5: Avaliação do efeito do ROF 6 horas após a extinção 
 
Para investigar o efeito da inibição da FDE-4 no final da janela de 
consolidação, ROF [0,01 (n = 9), 0,03 (n = 9) ou 0,1 mg/kg (n = 8)] ou seu veículo 
[VEI (n = 8)] foram administrados sistemicamente 6 horas após a sessão de 
extinção. Após 24 horas e 11 dias depois, os animais foram submetidos ao TE1 e 
TE2, respectivamente. 
 
3.8.6 Experimento 6: Avaliação do efeito do ROF administrado no córtex IL 
durante a fase inicial da consolidação da extinção. 
 
Para investigar o efeito da inibição da FDE-4 no IL, o ROF [9 ng/0,2 uL/ 
hemisfério (n = 7)] ou seu veículo [VEI (n =7)] foram infundidos no córtex IL 5 min 
após a extinção. Após 24 horas e 11 dias depois, os animais foram submetidos ao 
TE1 e TE2, respectivamente. 
 
3.8.7 Experimento 7: Avaliação do efeito do ROF administrado no córtex IL 
durante a fase tardia da consolidação. 
 
Para investigar o efeito da inibição da FDE-4 no IL, o ROF [9 ng/0,2 uL/ 
hemisfério (n = 7)] ou seu veículo [VEI (n = 8)] foram infundidos no córtex IL três 
horas após a extinção. Após 24 horas e 11 dias depois, os animais foram 
submetidos ao TE1 e TE2, respectivamente. 
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3.8.8 Experimento 8: Avaliação do efeito da inibição da PKA no córtex IL no 
efeito do ROF administrado sistemicamente durante a fase tardia da consolidação. 
 
Para investigar o efeito da inibição da PKA no IL enquanto o inibidor de 
FDE-4 era administrado sistemicamente, o ROF (0,03 mg/kg; i.p.) ou o seu veículo 
(VEI) foram administrados 3 horas após a sessão de extinção, 5 min após o 
tratamento, o inibidor de PKA [H89 (10 μM/0,2 uL/hemisfério)] ou o seu veículo 
(VEI) foram diretamente infundidos no córtex IL (n dos grupos experimentais: VEI-
VEI = 6; VEI-ROF = 8; H89-VEI = 9; H89-ROF = 7). Após 24 horas e 11 dias 
depois, os animais foram submetidos ao TE1 e TE2, respectivamente. 
 
3.8.9 Experimento 9: Avaliação da expressão de BDNF, Sinaptofisina e 
PSD95 no córtex IL quando o ROF foi administrado sistemicamente durante a fase 
tardia da consolidação. 
 
Para investigar a expressão de BDNF, Sinaptofisina e PSD95 no IL quando 
a inibição da FDE-4 foi realizada durante a fase tardia da consolidação, o ROF 
[0,03 mg/kg (n = 6)] ou seu veículo [VEI (n = 6) foram administrados 
sistemicamente 3 horas após a sessão de extinção. Após 24 horas e 11 dias 
depois, os animais foram submetidos ao TE1 e TE2, respectivamente. 
 Após o TE2 os animais foram eutanasiados e o encéfalo removido para 
dissecação do córtex IL. O grupo naive (n = 6) não foi submetido aos testes 
comportamentais, apenas eutanasiados e o cérebro foi removido para dissecação 
do IL, as amostras foram mantidas em gelo seco ou no freezer - 80º C até que o 
processamento para western blot (já descrito anteriormente) fosse realizado. 
 
3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Após avaliar a normalidade dos dados pelos testes de Shapiro-Wilk e 
Kolmogorov-Smirnov, os dados foram compilados pelo percentual de tempo que 
os animais apresentaram o comportamento de congelamento durante a sessão de 
extinção, TE1 e TE2.  
Para a análise dos dados durante a sessão de extinção foi aplicada a 
ANOVA de medidas repetidas entre os 5 blocos de 4 min e outra ANOVA de 
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medidas repetidas foi aplicada ao TE1 e TE2. Para os experimentos em que foi 
utilizado o inibidor da PKA foi aplicada a ANOVA de duas vias. Os experimentos 
que avaliaram o comportamento associado com a ansiedade dos animais (LCE e 
TCE) foram analisados por ANOVA de uma via. Para todas essas análises, o teste 
de Newman-Keuls foi escolhido como o post hoc para múltiplas comparações.  
Para a análise das análises pela técnica de Western Blot, foi utilizado a 
ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey.  
O nível de significância estatística foi estabelecido em P 
Statistica 12 (StatSoft, EUA) para análise estatística e GraphPad Prism 6 





4.1 NAS DOSES SELECIONADAS O ROF NÃO PRODUZIU NENHUM EFEITO NO 
COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO E NA ATIVIDADE EXPLORATÓRIA DOS 
ANIMAIS. 
 
A ANOVA de uma via indicou que não há efeito do fator tratamento entre os 
grupos em nenhum dos parâmetros avaliados no LCE, tanto nos parâmetros 
relacionados à ansiedade {% TBA [F (3, 36) =1,1743; P > 0,05] e % EBA [F (3, 36) 
= 1,72; P > 0,05]}, quanto no parâmetro locomotor EBF [F (3, 36) = 0,49; P > 0,05]. 
Os resultados obtidos durante o experimento estão indicados na tabela 1.  
No TCE, a ANOVA de uma via indicou que não houve efeito no fator 
tratamento do para o parâmetro de % TCC [F (3, 36) = 1,61; P > 0,05] assim como 
no parâmetro locomotor NC [F (3, 36) = 0,33; P > 0,05], resultados demonstrados 







Tabela 1. Efeito do tratamento com ROF no LCE. A ANOVA de uma via apontou que não há 
diferença estatística entre os grupos nos parâmetros avaliados. Os resultados estão expressos 
pela média ± EPM (n=10 animais por grupo). 
  Veículo ROF 0,01 mg/kg ROF 0,03 mg/kg ROF 0,1 mg/kg 
%TBA 35,93 ± 3,67 28,06 ± 4,03 34,20 ± 4,65 26,76 ± 4,20 
%EBA 47,52 ± 3,88 37,01 ± 2,90 46,58 ± 2,64 39,84 ± 5,54 
EBF 10,50 ± 0,98 10,50 ± 1,36 9,00 ± 0,70 9,70 ± 1,00 
 
 
Tabela 2. Efeito do Tratamento com ROF no TCE. A ANOVA de uma via apontou que não há 
diferença estatística entre os grupos nos parâmetros avaliados. Os resultados estão expressos 
pela média ± EPM (n=10 animais por grupo). 
  Veículo ROF 0,01 mg/kg ROF 0,03 mg/kg ROF 0,1 mg/kg 
%TCC 32,60 ± 3,35 28,19 ± 3,32 39,59 ± 4,09 34,33 ± 4,01 
NT 11,30 ± 0,82 12,10 ± 0,72 12,50 ± 0,93 11,60 ± 1,18 
 
 
4.2 DURANTE A AQUISIÇÃO, O ROF FACILITOU A EXTINÇÃO E PREJUDICOU A 
EVOCAÇÃO DA EXTINÇÃO, CONTUDO, NENHUM DOS EFEITOS É 
PERSISTENTE. 
 
 Durante a sessão de extinção, a ANOVA de medidas repetidas indicou uma 
interação entre fatores tratamento e os 5 blocos de 4 minutos para o percentual do 
tempo de congelamento [F (12,176) = 2,91; P < 0,05]. Conforme mostrado na 
Figura 5A, o teste post hoc indicou que a dose intermediária de ROF (0,03 mg/kg) 
reduziu o comportamento de congelamento quando comparado ao grupo controle 
durante o primeiro bloco de 4 min. Além disso, todos os grupos reduziram o 
comportamento de congelamento do terceiro até o quinto bloco de 4 min quando 
comparado com o respectivo primeiro bloco.  
A ANOVA de medidas repetidas mostrou uma interação significativa entre o 
tratamento e a exposição ao contexto [F (3,44) = 2,77; P < 0,05] para tempo de 
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congelamento durante TE1 e TE2. Como observado na Figura 5B, o teste post hoc 
mostrou que o grupo que foi tratado com a maior dose de ROF (0,1 mg/kg) 
apresentou um aumento no tempo de congelamento durante o TE1. Nenhum 
efeito foi observado no TE2. 
 
Figura 5. O efeito do ROF administrado 20 min antes da sessão de aquisição da extinção. O 
gráfico A indica a sessão de extinção. O ROF na dose intermediária (0,03 mg/kg) reduz o 
comportamento de congelamento quando comparado com o grupo VEI do primeiro bloco. Todos os 
grupos apresentam redução da porcentagem de congelamento a partir do 3º bloco. O gráfico B 
indica o TE1 e TE2. Durante do TE1 os animais tratados com a maior dose (0,1 mg/kg) 
apresentaram aumento da porcentagem do tempo de congelamento quando comparado com o 
VEI, durante o TE2 nenhum efeito do tratamento é observado. O * (P<0,05) representa diferença 
estatística quando comparado ao grupo VEI. O # (P<0,05) representa diferença estatística quando 
comparado com o respectivo grupo no 1º bloco durante a sessão de extinção. Os dados estão 




4.3 O ROF ADMINISTRADO NA FASE INICIAL DA CONSOLIDAÇÃO DA 
EXTINÇÃO NÃO ALTEROU A EXPRESSÃO DA MEMÓRIA DE EXTINÇÃO 
 
A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo da extinção 
para o tempo de congelamento [F (4,160) = 230,02; P < 0,05]. Conforme 
observado na Figura 6A, ao final da sessão de extinção todos os grupos 
apresentaram menor tempo de congelamento que o controle durante o primeiro 
bloco. É importante ressaltar que nenhuma diferença prévia entre os grupos a 
serem tratados foi encontrada [F (3,40) = 0,14; P > 0,05].  
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A ANOVA de medidas repetidas não indicou efeito significativo entre o 
tratamento e a reexposição do contexto para o tempo de congelamento durante 
TE1 e TE2 [F (3,40) = 1,12; P > 0,05], nem efeito principal do tratamento [F (3,40) 
= 3,65; P > 0,05]. No entanto, houve um efeito de reexposição de contexto [F 
(1,40) = 29,9; P < 0,05]. Como mostrado na Figura 6B, todos os grupos 




Figura 6. O efeito do ROF administrado 5 min após a sessão de extinção. O gráfico A indica a 
sessão de extinção. Todos os grupos apresentam redução da porcentagem de congelamento a 
partir do 3º bloco. O gráfico B indica o TE1 e TE2. Durante o TE1 e TE2 a dose intermediária de 
ROF (0,03 mg/kg) indica uma tendência em apresentar efeito de tratamento, contudo, a ANOVA de 
medidas repetidas apontou não existir diferença do fator tratamento entre os grupos. O # (P<0,05) 
representa diferença estatística quando comparado com o respectivo grupo no 1º bloco durante a 
sessão de extinção. Os dados estão expressos pela média ± EPM. ROF [0,01 mg/kg (n=10); 0,03 
mg/kg (n=12); 0,1 mg/kg (n=10)]; VEI (n=12). 
 
4.4 O TRATAMENTO COM ROF NA FASE TARDIA DA CONSOLIDAÇÃO DA 
EXTINÇÃO POTENCIALIZOU A PERSISTÊNCIA DA EXTINÇÃO NO TE2.   
 
Durante a extinção, a ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito 
significativo nos blocos da sessão de extinção para o tempo de congelamento [F 
(4,144) = 182,25; P < 0,05]. Conforme observado na Figura 7A, no final da sessão 
de extinção, todos os grupos apresentaram menor tempo de congelamento que o 
controle durante o primeiro intervalo de tempo. É importante ressaltar que 
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nenhuma diferença prévia entre os grupos a serem tratados foi encontrada [F 
(3,36) = 0,39; P > 0,05]. 
Durante os testes da extinção a ANOVA de medidas repetidas mostrou um 
efeito significativo do tratamento para o tempo de congelamento durante TE1 e 
TE2 [F (3,36) = 3,17; P < 0,05] e efeito de reexposição de contexto [F (1,36) = 
11,52; P < 0,05]. Como observado na Figura 7B, os animais tratados com ROF 
(0,03 mg/kg) apresentaram menor comportamento de congelamento do que os 
controles durante o TE2. No gráfico é possível verificar a curva em U do efeito, 
tendo em vista que a dose mais baixa e a mais alta não apresentaram diferença 
quando comparadas ao grupo veículo. Não houve interação entre o tratamento e a 
reexposição do contexto [F (3,36) = 1,58; P > 0,05]. 
Figura 7. O efeito do ROF administrado 3 horas após a sessão de extinção. O gráfico A indica a 
sessão de extinção. Todos os grupos apresentam redução da porcentagem de congelamento a 
partir do 3º bloco. O gráfico B indica o TE1 e TE2. Durante o TE1 não há nenhuma diferença entre 
os grupos. Já no TE2 a dose intermediária de ROF (0,03 mg/kg) apresenta diferença significativa 
quando comparado ao grupo veículo. O * (P<0,05) representa diferença estatística quando 
comparado ao grupo VEI. O # (P<0,05) representa diferença estatística quando comparado com o 
respectivo grupo no 1º bloco durante a sessão de extinção. Os dados estão expressos pela média 
± EPM. ROF [0,01 mg/kg (n=10); 0,03 mg/kg (n=10); 0,1 mg/kg (n=10)]; VEI (n=10). 
 
4.5 O TRATAMENTO COM ROF 6 HORAS DEPOIS DA EXTINÇÃO NÃO 
INTERFERIU NA EVOCAÇÃO DA EXTINÇÃO. 
 
Durante a sessão de extinção, a ANOVA de medidas repetidas indicou um 
efeito significativo dos blocos durante a sessão de extinção para o tempo de 
congelamento [F (4,120) = 165,91; P < 0,05]. Conforme observado na Figura 8A, 
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ao final da sessão de extinção, todos os grupos apresentaram menor tempo de 
congelamento que o controle durante o primeiro intervalo de tempo.  
Durantes os testes da extinção A ANOVA de medidas repetidas não 
apontou efeitos significativos entre o tratamento e a reexposição do contexto para 
o tempo de congelamento durante TE1 e TE2 [F (3,30) = 0,101; P > 0,05], nem 
efeito principal do tratamento [F (3,30) = 3,44; P > 0,05], no entanto, houve um 
efeito de reexposição de contexto [F (1,30) = 10,251; P < 0,05]. Como mostrado 
na Figura 8B, todos os grupos apresentaram porcentagens semelhantes de tempo 
de congelamento durante TE1 e TE2. 
 
Figura 8. O efeito do ROF administrado 6 horas após a sessão de extinção. O gráfico A indica a 
sessão de extinção. Todos os grupos apresentam redução do percentual de congelamento a partir 
do 3º bloco. O gráfico B mostra que durante o TE1 e TE2 nenhuma das doses apresentou efeito 
sobre a evocação da extinção.  O # (P<0,05) representa diferença estatística quando comparado 
com o respectivo grupo no 1º bloco durante a sessão de extinção. Os dados estão expressos pela 
média ± EPM. ROF [0,01 mg/kg (n=9); 0,03 mg/kg (n=9); 0,1 mg/kg (n=8)]; VEI (n=8). 
 
4.6 O ROF ADMINISTRADO NO CÓRTEX IL NA FASE INICIAL DA 
CONSOLIDAÇÃO DA EXTINÇÃO NÃO INTERFERE NA EXPRESSÃO DA 
EXTINÇÃO 
 
 A ANOVA de medidas repetidas mostrou um efeito significativo nos blocos 
da sessão de extinção para o tempo de congelamento [F (4,48) = 67,382; P < 
0,05]. Conforme demonstrado na figura 9A, o comportamento dos animais reduziu 
quando comparados com os blocos iniciais da extinção. 
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 Nos testes da extinção, a ANOVA de medidas repetidas mostrou que não 
houve interação entre os fatores tratamento e repetição [F (1,12) = 1,223; P > 
0,05] e que houve um efeito exposição ao contexto [F (1,12) = 24,117; P < 0,05]. A 
figura 9B mostra que não há diferença entre o tratamento com ROF no IL 5 
minutos após a extinção do TE1 e no TE2.  
 O Grupo OUT refere-se aos animais em que o sítio de injeção não estava 
localizado no córtex IL (o local correto está representado na figura 4). Este grupo 
não foi incluído na análise estatística. Contudo, como pode ser observado na 
figura 9, esses animais apresentam um percentual de congelamento semelhante 
ao grupo veículo. 
 
Figura 9. O efeito do ROF infundido no Córtex IL 5 min após a sessão de extinção O gráfico A 
indica a sessão de extinção. Todos os grupos apresentaram redução do percentual de 
congelamento a partir do 3º bloco. O gráfico B mostra que o ROF não alterou a expressão da 
extinção dos animais no TE1 e no TE2. A linha tracejada vertical separa o grupo ROF 9 ng OUT 
porque o grupo não está incluso na análise estatística. O # (P<0,05) representa diferença 
estatística quando comparado com o respectivo grupo no 1º bloco durante a sessão de extinção. 
Os dados estão expressos pela média ± EPM. ROF 9 ng IL (n=7); VEI (n=7); ROF 9 ng OUT (n=1). 
 
4.7 O ROF ADMINISTRADO DIRETAMENTE NO CÓRTEX IL NA FASE TARDIA 
DA CONSOLIDAÇÃO DA EXTINÇÃO POTENCIALIZA A PERSISTÊNCIA DA 
EXTINÇÃO NO TE2 
 
Durante a sessão de extinção, A ANOVA de medidas repetidas indicou um 
efeito significativo dos blocos na sessão de extinção para o tempo de 
congelamento [F (4,88) = 113,86; P < 0,05]. Conforme observado na Figura 10A, 
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ao final da sessão de extinção todos os grupos apresentaram menor tempo de 
congelamento que o controle durante o primeiro bloco. 
A ANOVA de medidas repetidas indicou uma interação significativa entre o 
tratamento e a reexposição de contexto para o tempo de congelamento durante o 
TE1 e TE2 [F (1,13) = 4,60; P < 0,05]. Como observado na Figura 10B, o grupo 
tratado com ROF apresentou menor comportamento de congelamento quando 
comparado ao controle no TE2.  
O Grupo OUT refere-se aos animais em que o sítio de injeção não estava 
localizado no córtex IL (o local correto está representado na figura 4). Este grupo 
não foi incluído na análise estatística. Contudo, como pode ser observado na 
figura 10, esses animais apresentam um percentual de congelamento semelhante 
ao grupo veículo. 
 
Figura 10.  Efeitos do ROF infundidos em IL 3 horas após a sessão de extinção.  O gráfico A indica 
a sessão de extinção. O gráfico B mostra que o tratamento com ROF (0,03 mg/kg) melhorou a 
expressão da extinção no TE2. A linha tracejada vertical separa o grupo ROF 9 ng OUT porque 
não está incluída na análise estatística. O * (P<0,05) representa diferença estatística quando 
comparado ao grupo VEI. O # (P<0,05) representa diferença estatística quando comparado com o 
respectivo grupo no 1º bloco durante a sessão de extinção. Os dados estão expressos pela média 






4.8 O INIBIDOR DE PKA REVERTE O EFEITO DO ROF QUANDO 
ADMINISTRADO DIRETAMENTE NO CÓRTEX IL. 
 
 Durante a sessão de extinção, a ANOVA de duas vias indicou que não há 
interação entre os grupos a serem tratados com o pré-tratamento, tratamento e a 
repetição [F (4,120) = 1,50; P > 0,05)] indicando não existir diferença prévia entre 
os grupos. A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo dos blocos de 4 
min na sessão de extinção para o tempo de congelamento [F (4,120) = 240,31; P 
< 0,05], indicando que todos os grupos de animais apresentaram redução do 
comportamento de congelamento ao comparar com o primeiro bloco do grupo 
veículo, conforme mostrado na figura 11A. 
A ANOVA de duas vias indicou que não há efeito do pré-tratamento com 
ROF ou VEI sistemicamente [F (2,29) = 1,29; P > 0,05] e do tratamento com H89 
ou VEI no IL [F (2,29) = 0,29; P > 0,05], mas houve uma interação entre os fatores 
pré-tratamento, tratamento e repetição nos testes TE1 e TE2 [F (2,29) = 3,33; P < 
0,05). A figura 11 mostra que o grupo ROF-VEI apresenta menor tempo de 
congelamento quando comparado ao grupo VEI-VEI, contudo o grupo ROF-H89 
não apresenta diferença ao grupo VEI-VEI, sugerindo reversão do efeito do ROF 
administrado sistemicamente quando o H89 administrado no córtex IL. É 
importante ressaltar que o grupo VEI-H89 não apresenta diferença quando 
comparado ao grupo VEI-VEI, apontando que o H89 per se não foi capaz de 




Figura 11: O inibidor de PKA (H89) administrado no córtex IL reverte o efeito do ROF administrado 
na fase tardia da consolidação. O gráfico A indica a sessão de extinção. Todos os grupos 
apresentaram redução do comportamento de congelamento a partir do 3º bloco. O gráfico B indica 
que o efeito do ROF (i.p.) é revertido com a administração no IL de H89. O H89 per se não 
apresenta diferença quando comparado com o grupo veículo. O * (P<0,05) representa diferença 
estatística quando comparado ao grupo VEI. Os resultados estão representados como média ± 
EPM.  O # (P<0,05) representa diferença estatística quando comparado com o respectivo grupo no 
1º bloco durante a sessão de extinção. Os dados estão expressos pela média ± EPM. VEI-VEI 
(n=6); VEI-ROF (n=8); H89-VEI (n=9); H89-ROF (n= 7). 
 
4.9 A DOSE INTERMEDIÁRIA DE ROF ADMINISTRADA NA FASE TARDIA DA 
CONSOLIDAÇÃO DA EXTINÇÃO AUMENTOU A EXPRESSÃO DE BDNF, MAS 
NÃO DOS MARCADORES DE PLASTICIDADE, SINAPTOFISINA E PSD95 NO 
CÓRTEX IL. 
 
 A ANOVA de uma via indicou efeito do fator tratamento para a expressão 
de BDNF/GAPDH [F (2,13) = 14,68; P < 0,05]. O teste de post hoc de Tukey 
indicou que os animais tratados com o ROF (0,03 mg/kg) na fase tardia da 
consolidação (3 horas após a extinção) apresentaram um aumento na expressão 
de BDNF quando comparados aos animais Naive e Veículo, como mostrado na 
figura 12A. 
 Para a expressão de PSD95/GAPDH a ANOVA indicou diferença no efeito 
tratamento [F (2,14) = 7,347; P < 0,05]. Como mostrado na figura 12B, 
independente do tratamento, os grupos condicionados apresentaram uma 
expressão de PSD95 reduzida em comparação ao grupo naive.  
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 Já na expressão de Sinaptofisina, a ANOVA não indicou efeito do 
tratamento [F (2,14) = 1,365; P > 0,05]. Conforme indicado na figura 12C a 
expressão de sinaptofisina entre os grupos é semelhante. 
 
 
Figura 12: Expressão de BDNF, PSD95 e sinaptofisina no IL quando o ROF (0,03 mg/kg) foi 
administrado (i.p.) na fase tardia da consolidação da extinção. O gráfico A indica a relação da 
expressão BDNF/GAPDH. Os animais tratados com ROF apresentam maior expressão de BDNF 
no IL que o grupo Naive e o grupo VEI. O gráfico B indica a expressão PSD95/GAPDH. Os grupos 
VEI e ROF apresentam menor expressão que o grupo Naive. O gráfico C indica a expressão 
Sinaptofisina/GAPDH. Não há diferença da expressão de Sinaptofisina entre os grupos 
experimentais. Os resultados estão representados como média ± EPM. O # (P<0,05) indica 
diferença significativa com relação ao grupo Naive. O * (P<0,05) indica diferença significativa 





 O presente trabalho investigou o efeito do ROF na aquisição e consolidação 
da memória de extinção. Na aquisição da memória encontramos um efeito do ROF 
de facilitar a extinção, pois, os animais tratados com a dose intermediária (0,03 
mg/kg) apresentaram menor comportamento de congelamento quando 
comparados com grupo veículo. Já a maior dose (0,1 mg/kg), piorou a expressão 
da extinção no TE1, contudo, ambos os efeitos observados na aquisição são 
transitórios, afinal, no TE2 nenhum efeito do tratamento é observado. Um ponto 
importante é que estes efeitos não estão relacionados ao comportamento de 
ansiedade, pois, nas doses selecionadas o ROF não alterou nenhum dos 
parâmetros avaliados em 2 testes que avaliam o comportamento do tipo ansioso 
de roedores. Já nas etapas de consolidação, nossos achados apontaram que o 
ROF na dose intermediária (0,03 mg/kg) reduziu o percentual do tempo de 
congelamento dos animais no TE2, mas não no TE1. Este dado sugere que, nesta 
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dose, o ROF foi capaz de melhorar a persistência da memória de extinção. Afinal, 
os animais apresentaram menor comportamento de medo quando comparados ao 
grupo controle. Efeito que é restrito a administração tardia, ou seja, realizada 3 h 
após a sessão de extinção, já que as administrações realizadas 5 min e 6 h após a 
sessão de extinção não produziu nenhum efeito. 
Quando o ROF foi administrado diretamente no córtex IL, o efeito do ROF 
na persistência da extinção é semelhante ao encontrado na administração 
sistêmica, indicando que esse efeito é dependente da atividade do córtex IL. Além 
disso, este efeito também é dependente da via de sinalização da PKA, pois, ao 
inibir sua atividade com o inibidor de PKA H89, o efeito que foi observado pela 
administração sistêmica de ROF é revertido. Também observamos que a 
administração de ROF aumentou a expressão de BDNF no córtex IL 11 dias após 
a sessão de extinção, mas modificar a expressão de Sinaptofisina e PSD95. Este 
conjunto de dados aponta um efeito específico do ROF na fase tardia da 
consolidação potencializando a persistência da memória de extinção. 
 
5.1 A AUSÊNCIA DO EFEITO DO ROF NOS COMPORTAMENTOS ASSOCIADOS 
COM A ANSIEDADE E ATIVIDADE EXPLORATÓRIA 
 
A administração de ROF independente da dose não alterou a %TBA no 
LCE, sugerindo que, em nossas condições experimentais, mostrando que nas 
doses selecionadas para o estudo nenhum efeito do tipo ansiolítico ou ansiogênico 
foi observado. Além disso, o número de entradas nos braços fechados, em 
nenhuma das doses, apresentou diferença significativa quando comparados ao 
controle, dado que sugere que o ROF também não foi capaz de alterar o 
comportamento exploratório e locomotor. 
 Os resultados encontrados no LCE foram confirmados quando os animais 
foram submetidos ao TCE, afinal, mais uma vez, não foram observadas alterações 
na percentagem de tempo gasto no compartimento claro, sugerindo que o ROF 
não causou mudanças no comportamento do tipo ansioso dos animais, ou seja, os 
animais tratados não apresentaram diferenças quando comparados ao grupo 
controle no %TCC, assim como, não foram observadas mudanças no NC entre os 
compartimentos. 
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Desta forma, nossos resultados mostram que, nas doses selecionadas, o 
ROF não interfere nos comportamentos exploratórios e do tipo ansioso dos 
animais, o que indica que os efeitos observados estão atrelados a interferências 
na memória. Adicionalmente, estudos anteriores, com estas mesmas doses, 
mostram que a administração de ROF não foi capaz de induzir êmese em 
roedores, sugerindo que estas doses apresentam efeitos colaterais reduzidos 
(VANMIERLO et al., 2016). 
Diferente dos resultados encontrados neste estudo, um trabalho que utilizou 
camundongos knockout para a FDE-4A mostrou que estes animais, quando 
comparados ao grupo selvagem, apresentaram comportamento do tipo 
ansiogênico quando foram expostos ao LCE e TCE (HANSEN, CONTI & ZHANG, 
2014). Além disso, outro estudo que utilizou camundongos knockout para FDE-4B 
indicou que os animais apresentaram comportamento tipo ansiolítico quando 
foram submetidos ao LCE, TCE e ao labirinto em T com urina de gato (teste que 
avalia a esquiva do animal ao braço com o odor do predador; MCGIRR et al., 
2016).  
Um ponto importante é que o ROF é um inibidor não seletivo para alguma 
isoforma de FDE-4, portanto, a ausência de efeitos de comportamento semelhante 
à ansiedade pode estar relacionada com esse fato. Outro ponto interessante, é 
que estudos in vitro indicam que em baixas concentrações o ROF apresenta maior 
afinidade pela isoforma 4B da FDE (HATZELMANN, 2010). Este dado auxilia na 
compreensão das diferenças entre resultados encontrados neste trabalho quando 
comparados com estudos que utilizaram outros inibidores de FDE-4, como o 
Rolipram e o Etazolato (ambos inibem a FDE de forma não seletiva), pois, quando 
administrados sistemicamente, estes inibidores induziram nos animais um 
comportamento do tipo ansiolítico (LI et al., 2009; JINDAL, MAHESH & BHATT, 
2013). Contudo, estes estudos utilizaram doses muito superiores de inibidores de 
FDE-4. Por exemplo, Li et al. (2009) submeteu animais tratados com Rolipram nas 
doses de 0,31, 0,62, 1,25 mg/kg (i.p.) ao TCE, que apresentou efeito do tipo 
ansiolítico semelhante ao controle Diazepam no percentual tempo de exploração 
do compartimento claro com a administração da dose mais alta, e ao LCE, que 
aumentou em todas as doses o tempo de exploração do braço aberto em 
comparação ao controle. Da mesma maneira, Jindal, Mahesh & Bhatt (2013) 
utilizaram Etazolato nas doses 0,5 e 1 mg/kg (i.p.) e observou que, no LCE, houve 
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aumento do percentual de tempo explorando o braço aberto nas 2 doses, assim 
como, as duas doses aumentaram o tempo de exploração do compartimento claro. 
Desta forma, em ambos, foram observados comportamentos do tipo ansiolítico. O 
que sugere que a alteração da atividade das diferentes isoformas da FDE-4 pode 
desencadear diferentes respostas comportamentais relacionadas à ansiedade nos 
animais. 
Portanto, pode-se inferir que, nas doses selecionadas, o ROF não é capaz 
de interferir nos comportamentos relacionados com a ansiedade. Esta ausência de 
efeito é importante, pois, os repertórios dos comportamentos de defesa e 
ansiedade apresentam mecanismos de expressão semelhantes (BRANDÃO et al., 
2008; HYDE, RYAN & WATERS, 2019), além disso, o ROF apresenta prolongado 
tempo de meia-vida em humanos (17 horas; WEDZICHA, CALVERLEY & RABE, 
2016). Desta forma poderia causar interferências nos efeitos encontrados no 
protocolo de condicionamento ao medo. Portanto, a ausência do efeito na 
ansiedade é fundamental para validar que os efeitos encontrados na extinção e 
nos testes da extinção são efetivamente relacionados com o aprendizado. 
  
5.2 O EFEITO DO ROF NA AQUISIÇÃO DA EXTINÇÃO 
 
Todos os animais quando submetidos à sessão de extinção, apresentaram 
redução do comportamento de congelamento, sugerindo que houve o aprendizado 
da extinção, pois, esta é caracterizada pela redução das respostas de medo frente 
ao EC, em nosso protocolo, o contexto (IZQUIERDO, 2016; HERRY et al., 2010; 
CHATTWAL et al., 2016). Portanto, ao expor os animais de forma prolongada ao 
contexto (20 min), como esperado, houve uma redução das respostas de medo. 
Esta redução é dependente da habituação ao contexto assim como a redução da 
memória associativa formada entre o EI e EC (KAMPRATH & WOTJAK, 2004). 
Além disso, o controle do experimento mantém baixos percentuais de 
congelamento no TE1 e TE2, sugerindo que, neste experimento a exposição por 
20 min não promoveu o evento de recuperação espontânea nos animais.  
Quando o ROF foi administrado 20 min antes da sessão de extinção, a 
dose intermediária de ROF (0,03 mg/kg) reduziu o tempo de congelamento dos 
animais durante o primeiro bloco de 4 min, dado que sugere a facilitação da 
aquisição durante a sessão de extinção. No entanto, este efeito foi transitório, uma 
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vez que não foram observadas diferenças entre o ROF (0,03 mg/kg) quando 
comparado com o grupo controle durante o TE1 e o TE2, sugerindo que, nesta 
dose, o ROF induziu apenas um efeito específico durante sessão. Autores 
argumentam que a redução da expressão do comportamento de medo durante a 
sessão de extinção está associada com a ausência da previsão do estímulo 
aversivo, sendo esta, a possível causa dos efeitos observados durante a sessão 
de extinção (PLENDL & WOTJAK, 2010). Curiosamente, a redução observada 
nesta dose, ocorre durante o ínicio da extinção. 
 Em contrapartida, trabalhos anteriores mostraram que a mesma dose de 
rolipram, um inibidor de FDE-4, prejudicou a aquisição da extinção de sobressalto 
potencializada pelo medo (MULLER, HOFFMANN & CHERRY, 2010). 
Curiosamente, a maior dose de ROF (0,1 mg/kg) não alterou o comportamento de 
congelamento durante a sessão de extinção, mas aumentou o tempo de 
congelamento quando comparado ao controle um dia depois, no TE1, sugerindo 
que o ROF não afetou a aquisição da extinção, mas prejudicou sua consolidação. 
Resultado semelhante foi observado com o Rolipram, em que sua administração 
antes da aquisição da extinção aumentou a expressão do medo apenas um dia 
depois, promovendo um efeito entre as sessões (MULLER, HOFFMANN & 
CHERRY, 2010). No entanto, o aumento do medo induzido pelo ROF (0,1 mg/kg) 
não foi duradouro, uma vez que este efeito não foi observado após 10 dias. 
Mesmo o ROF apresentando efeitos de melhora na dose de 0,03 mg/kg e 
de prejuízo na evocação da extinção na dose de 0,1 mg/kg, nenhum destes efeitos 
é persistente, tendo em vista que 10 dias depois, durante o TE2, os animais não 
apresentam diferenças comportamentais quando comparados com o grupo 
controle. Ao fazer um paralelo com a clínica, os efeitos mais interessantes para o 
paciente, são os persistentes, uma vez que, poderiam reduzir a expressão do 
medo em longo prazo, assim como, devem ser evitados os efeitos prejudiciais, 
como o efeito da maior dose de ROF (0,1 mg/kg) de aumentar a resposta de 
medo. Reforçando, portanto, a importância de se explorar o efeito de diversas 
doses, afinal, nossos resultados sugerem que diferentes doses de ROF podem 




5.3 O EFEITO DO ROF NA CONSOLIDAÇÃO DA EXTINÇÃO. 
 
 5.3.1 O efeito do ROF na fase inicial da consolidação da extinção. 
 
Assim como no experimento da aquisição, os grupos experimentais 
também reduziram o percentual de tempo de congelamento durante a sessão de 
extinção, contudo, os percentuais de medo apresentado por estes animais no TE1 
e TE2 são aparentemente maiores do que os encontrados no experimento da 
aquisição (o mesmo comportamento se nos repete outros experimentos na 
consolidação da extinção, que serão discutidos posteriormente) sugerindo que 
estes animais apresentam recuperação espontânea da memória de medo. 
Conforme já descrito por Wotjak (2019) diversos fatores como a intensidade do EI 
e a qualidade do EC podem interferir no aprendizado da extinção. Portanto, este 
resultado sugere que há uma mudança na expressão da extinção dos animais 
quando a manipulação para o tratamento é realizada após a extinção. 
Quando o ROF foi administrado 5 min após a sessão de extinção (fase 
inicial do processo de consolidação da extinção), independente da dose, o ROF 
não alterou o comportamento de congelamento dos animais no TE1 (um dia após 
a sessão de extinção) nem no TE2 (10 dias depois da sessão de extinção). Ao 
contrário de nossos resultados, estudos em que a inibição da FDE-4 foi realizada 
com o Rolipram infundido diretamente no hipocampo dorsal dos animais, 
imediatamente após a sessão de extinção no protocolo de esquiva inibitória, 
houve um aumento do comportamento de esquiva dos animais em relação ao 
grupo controle, ou seja, um aumento da resposta medo após a sessão de extinção 
(ROESLER et al., 2014). Segundo os autores, este efeito pode estar associado a 
uma mudança do processo de extinção para o de reconsolidação da memória de 
medo, sugerindo, portanto, que o efeito do Rolipram fortalece a memória de medo 
por aumentar a reconsolidação e não a extinção quando administrado nas fases 
mais iniciais da consolidação no hipocampo, o que sugere também que há 
diferença do efeito da inibição da FDE-4 em outras regiões. Principalmente no que 
diz respeito à participação do hipocampo para a formação da memória do medo, 
em que ocorre a associação do EC ao EI (no caso o contexto ao choque), no qual, 
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sua participação está mais associada às informações referentes ao 
reconhecimento do ambiente (WOTJAK, 2019). 
Além disso, há evidências que propõe que os mecanismos de aquisição e 
consolidação de memória podem se sobrepor em alguns momentos após o 
aprendizado (AKKERMAN, BLOCKLAND & PRICKAERTS, 2015). Por exemplo, 
evidências sugerem que a transmissão colinérgica influencia a aquisição por pelo 
menos 12 minutos após o aprendizado, portanto, a administração de Donezepil, 
um inibidor de colinesterase, 2 minutos após o aprendizado do reconhecimento de 
objetos, melhorou o aprendizado de aquisição em vez da consolidação 
(AKKERMAN, BLOCKLAND & PRICKAERTS, 2016).  
Não se sabe se os mecanismos de aquisição da extinção do medo e as 
fases iniciais da consolidação também se sobrepõem. Consequentemente, não se 
pode excluir que o aumento da expressão de medo induzido pela inibição da FDE-
4 possa ser mediado por um efeito na aquisição da extinção, e não por uma 
potencialização da reconsolidação. Neste contexto, nossos resultados estão de 
acordo com estudos que, utilizando o teste de reconhecimento de objetos, 
sugeriram que a inibição da FDE-4 imediatamente após o treino (fase inicial de 
consolidação) não é capaz de melhorar o aprendizado dessa tarefa (RUTTEN et 
al., 2007).  Ainda, o aumento do AMPc induzido pela inibição da FDE-4 
apresentou-se como mais relevante para a fase tardia da consolidação da 
memória nesse teste. Por mais que diferenças nos protocolos precisem ser 
consideradas, tendo em vista a natureza da memória associada com o 
condicionamento do medo versus a do teste de reconhecimento de objetos, a 
ausência de efeito durante a fase inicial de consolidação era esperada. 
A ausência do efeito da inibição da FDE-4 nas fases iniciais da 
consolidação pode estar associada a evidências de que a sinalização mediada 
pelo AMPc/PKA/CREB/BDNF está aumentada na fase tardia da consolidação. 
Tem sido visto que essa via de sinalização está associada com a atividade da 
FDE-4 (SHARMA et al., 2013) e com a manutenção das memórias de longa 
duração. Um estudo explorou a participação dos receptores -adrenérgicos, com 
administração de noradrenalina imediatamente após a sessão de extinção, na 
região CA1 do hipocampo e mostrou que os animais apresentaram melhora na 
expressão da extinção comparados ao grupo controle 12 dias após a extinção, 
sugerindo a participação destes receptores nos mecanismos associados com a 
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persistência e manutenção da extinção. Ainda, quando os animais receberam 
propranolol (antagonista competitivo dos receptores -adrenérgicos) diretamente 
na região CA1 os efeitos da noradrenalina de potencializar a persistência da 
extinção foram revertidos.  Além disso, o mesmo efeito foi visto quando se inibiu a 
via do AMPc com rp-CAMPS (potente inibidor competitivo das quinases ativadas 
por AMPc). Adicionalmente, houve aumento da expressão de PKA e CREB 
fosforilado nos grupos que passaram pela extinção e receberam o tratamento, 
apontando os receptores -adrenérgicos como um dos receptores envolvidos nos 
mecanismos de manutenção e persistência da extinção (CHAI et al., 2014). Além 
da participação hipocampal dos receptores -adrenérgicos, já foi relatado também 
a sua atividade no córtex IL, pois, a administração de propranolol na região antes 
da extinção prejudicou a expressão da extinção (MUELLER, PORTER & QUIRK, 
2008). Adicionalmente a estes achados, O’Dell et al. em 2010 publicou uma 
revisão de literatura levantando trabalhos que reforçam a participação dos 
receptores -adrenérgicos e a via da sinalização da PKA na extinção. Alguns 
deles ressaltam a atividade dos inibidores de FDE-4 tendo em vista a sua 
capacidade de aumentar a sinalização da via da PKA e das -arrestinas, que 
estão associadas com a fosforilação da ERK que também se apresenta como uma 
das vias de sinalização para a fosforilação da CREB (fator de transcrição 
fundamental para as modulações sinápticas).  
Portanto estes achados que exploraram a participação receptores -
adrenérgicos na memória de extinção evidenciam a via da PKA como uma 
importante via de sinalização para a formação e manutenção da extinção, 
contudo, ainda faltam estudos para compreender os mecanismos envolvidos com 
estes efeitos. Principalmente, porque há 2 momentos em que há aumento da 
expressão da PKA, imediatamente após o aprendizado e entre 3-6 horas após o 
aprendizado (GIESE & MIZUNO, 2013). Desta forma, como nos primeiros minutos 
após o aprendizado da extinção a inibição da FDE-4 não apresentou efeito, 






5.3.2 O efeito do ROF na fase tardia da consolidação da extinção. 
 
Ao administrar o ROF na fase tardia da consolidação, 3 horas após o 
aprendizado, observou-se que a dose intermediária de ROF (0,03 mg/kg) foi capaz 
de potencializar a persistência da extinção, por reduzir a expressão do medo no 
TE2, que avalia a memória em longo prazo. Já no TE1 o ROF não foi capaz de 
causar nenhum efeito. Ainda, pode-se sugerir que o ROF foi capaz de prevenir a 
recuperação espontânea, pois o grupo que recebeu ROF (0,03 mg/kg) apresentou 
no TE2 uma porcentagem de tempo de congelamento semelhante aos últimos 
minutos da sessão de extinção, enquanto os outros grupos aumentaram 
consideravelmente a resposta de medo quando comparado com os últimos blocos 
da extinção. Além disso, este resultado está de acordo com estudos mostrando 
que a inibição da FDE-4 durante a fase tardia melhorou a consolidação da 
memória de reconhecimento de objetos, de localização de objetos e do labirinto 
aquático de Morris (RENEERKENS et al., 2009; RUTTEN et al., 2007; JABARIS et 
al., 2015). No entanto, nesses estudos, o efeito foi observado 24 horas após o 
tratamento e, em nossos achados, o efeito foi observado 10 dias após o TE1. 
Essas diferenças podem estar relacionadas à natureza da memória envolvida, ou 
seja, memória declarativa e espacial versus memória de extinção do medo 
condicionado.   
Nosso resultado está de acordo com os resultados que indicam que 
camundongos knockout para FDE-4B apresentaram uma redução no 
comportamento de congelamento apenas após 7 dias da sessão de extinção 
(McGirr et al., 2016). Uma vez que o ROF tem uma maior afinidade pelo FDE-4B, 
estes efeitos podem estar preferencialmente relacionados com a inibição da 
isoforma FDE-4B (BOSWELL-SMITH & CAZZOLA, 2006; HATZELMANN et al., 
2010; KAWAMATAWONG, 2017). Além disso, a FDE-4B é altamente expressa em 
regiões importantes para a consolidação da extinção em roedores, como os 
núcleos da amígdala, o hipocampo e o mPFC (PÉREZ-TORRES et al., 2000). No 
entanto, outras isoformas, como a FDE-4D e a FDE-4A, também são expressas no 
sistema nervoso central (LACKICS et al., 2010). Desta forma, não se pode afirmar 
que os efeitos encontrados durante a consolidação da extinção sejam derivados 
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de uma isoforma específica de FDE-4. Em conjunto, os presentes resultados 
sugerem que o FDE-4 pode estar controlando a persistência da extinção. 
 
5.3.3 O efeito do ROF é restrito a janela de consolidação 
 
Como estabelecido na literatura os mecanismos de plasticidade envolvidos 
com o processo de consolidação são limitados ao período de 6 horas após a 
aquisição da memória (FLEXNER et al., 1967). Desta forma, para confirmar que o 
efeito ROF anteriormente observado estava restrito ao tempo de consolidação, o 
efeito de tratamento do ROF 6 horas após a extinção foi avaliado. A ausência de 
efeito aponta que o ROF apresenta um efeito na persistência da extinção 
especificamente na fase tardia da consolidação da extinção e quando 
administrado no fim da janela de consolidação este efeito não é mais observado. 
A persistência da memória depende de uma onda tardia de síntese protéica 
necessária para sustentar e armazenar a memória de longo prazo, sendo que este 
processo inicia nas fases mais tardias da consolidação e pode se estender a até 
24 horas após o aprendizado (KATCHE et al., 2010; BEKINSCHTEIN et al., 2007). 
Assim, a administração de ROF às 6 horas, ao não apresentar mais alterações no 
comportamento de congelamento dos animais, sugere que os efeitos do ROF na 
persistência estão restritos a fase tardia da consolidação e provavelmente nas 
fases iniciais do processo de persistência, contudo, ainda é importante explorar os 
efeitos do ROF nas fases mais tardias da persistência, tendo em vista que ao 
administrar noradrenalina na região CA1 do hipocampo às 12 horas houve uma 
melhora na persistência da extinção, mas não a administração às 6 horas, efeito 
dependente dos receptores  adrenérgicos (CHAI et al., 2014). 
 
5.3.4 O efeito do ROF administrado no córtex IL nas fases inicial e tardia da 
consolidação 
 
Sendo o IL como uma das regiões fundamentais para a consolidação e 
evocação da memória de extinção (MILAD & QUIRK, 2002; SOTRES-BAYON et 
al., 2010), exploramos, portanto, o efeito do ROF administrado diretamente no IL 
aos 5 min e às 3 h após a sessão de extinção, ou seja, durante as fases inicial e 
tardia da consolidação da extinção, respectivamente. 
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Concordando com os resultados da administração sistêmica, o ROF 
administrado no IL na fase inicial da consolidação não foi capaz de alterar o 
comportamento dos animais nos teste TE1 e TE2, sugerindo, portanto, que a 
inibição da FDE-4 especificamente no IL na fase inicial da consolidação da 
extinção não produz efeitos na memória de extinção. 
Já a infusão de ROF no IL durante a fase tardia da consolidação da 
extinção indicou uma redução significativa no tempo de congelamento observado 
no TE2, resultado muito semelhante ao encontrado quando o ROF foi 
administrado sistemicamente às 3 h, reforçando assim, a idéia de que a inibição 
da FDE-4 durante a fase tardia da consolidação pode potencializar a persistência 
da extinção. O grupo OUT, animais excluídos da análise por apresentarem o sítio 
de injeção fora do IL, apresentaram percentuais de congelamento semelhante ao 
grupo veículo. Sugerindo que o efeito de ROF depende da infusão no IL.  
Esses efeitos são considerados dependentes do aumento da expressão de 
AMPc (MCGIRR et al., 2016). O AMPc está envolvido na fase tardia da LTP 
ativando a via de sinalização da PKA/CREB (VANMIERLO, CREEMERS & 
AKKERMAN, 2016). O CREB tem sido sugerido como um modulador positivo da 
memória (MONTI, BERTEOLLI & CONTESTABILE, 2006; MULLER, HOFMANN & 
CHERRY, 2010; JABARIS et al., 2015b), no entanto, seu papel na memória de 
extinção não é totalmente compreendido. O aumento da fosforilação de CREB foi 
observado na amígdala basolateral após a extinção do medo (SONG et al., 2018), 
mas alguns autores argumentam que a expressão de CREB nesta região é mais 
relevante para a reconsolidação do que a extinção (MONTI, BERTEOLLI & 
CONTESTABILE, 2006). Em relação ao córtex IL, a redução da fosforilação da 
CREB no IL também tem sido relacionada à reinstalação da memória de abuso de 
drogas causado pelo estresse (BRIAND et al., 2010), e no prejuízo da evocação 
da memória de extinção de drogas de abuso (KABIR et al., 2013). De relevância 
para os presentes achados, a potencialização da persistência da extinção induzida 
pela infusão de noradrenalina no hipocampo dorsal, 12 horas após a extinção, foi 
mediada por cAMP/PKA/CREB (CHAI et al., 2014). Curiosamente, alguns autores 
mostraram que camundongos transgênicos com atividade da PKA reduzida 
apresentaram melhor extinção de medo do que controles, no entanto, no dia 
seguinte ou após 21 dias, os mesmos animais apresentaram maior resposta ao 
medo (ISIEGAS et al., 2006).  
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Com estes resultados é possível sugerir que a via de sinalização de 
AMPc/PKA/CREB favorece o processo de extinção, dependendo da área do 
cérebro e da fase de processamento da memória, essa via é potencializada ou 
deprimida. Desta forma, sugerimos que, ao intensificar esta via tanto 
sistemicamente quanto no córtex IL na fase tardia da consolidação da extinção, 
pode-se potencializar a persistência da extinção. 
 
5.3.5 O efeito do ROF é dependente da atividade da PKA 
 
A fim de avaliar se o efeito do ROF está associado com a atividade da PKA 
e o efeito encontrado pela administração de ROF na fase tardia da consolidação, 
foi infundido H89, composto que já apresentou em estudos anteriores ser capaz 
de inibir a atividade da PKA (DAVIES et al., 2000; WU et al., 2015), diretamente no 
córtex IL. Os animais que receberam H89 tiveram o efeito do ROF administrado 
sistemicamente revertido. Além disso, o H89 infundido diretamente no córtex IL 
com a administração sistêmica de veículo não foi capaz induzir mudanças no 
comportamento de congelamento dos animais em relação aos animais que 
receberam apenas veículo, sugerindo que a administração do inibidor da PKA per 
se não foi capaz de alterar a memória de extinção. Desta forma, nossos dados 
apontam que o ROF, ao inibir a FDE-4 está aumentando a atividade da PKA, 
afinal, quando esta via de sinalização é bloqueada os efeitos encontrados pelo 
ROF foram revertidos. 
Bailey, Kandel & Kausik (2004) discutiram em uma revisão de literatura o 
papel PKA como um facilitador dos processos envolvidos com a memória de longa 
duração, principalmente na ativação do CREB. Nossos resultados estão de acordo 
com esta hipótese, afinal, ao inibir a PKA durante a fase tardia da consolidação, o 
efeito de melhora da expressão da extinção no TE2, observado pelo ROF na dose 
de 0,03 mg/kg, é revertido. Desta forma, nossos resultados indicam a participação 
da PKA na modulação da resposta de ROF. 
Contudo, ainda não é possível concluir que a inibição da FDE-4 dependa 
exclusivamente da atividade da PKA, pois, já é relatado na literatura que os 
inibidores de PKA podem também interferir em outras vias de sinalização como, 
por exemplo, a via das MAP quinases (DAVIES et al., 2000). Além disso, um 
estudo que verificou a formação da LTP em fatias de hipocampo mostrou que a 
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indução da LTP pela via do GMPc/PKG também é dependente da atividade da 
PKA (BOLLEN et al., 2014).  
Adicionalmente, alguns inibidores de PKA, como o 8-Br-cAMP, apresentam 
estrutura semelhante à molécula de AMPc e podem, em elevadas concentrações, 
mimetizar a atividade de AMPc (POPPE et al, 2008). A concentração selecionada 
de H89 parece não desencadear um efeito semelhante ao encontrado com o 8-Br-
cAMP, afinal, o H89, per se, não alterou o percentual de congelamento dos 
animais. 
 
5.3.6 O efeito do ROF administrado na fase tardia da consolidação na 
expressão de BDNF, PSD95 e Sinaptofisina no córtex IL. 
 
Como a via do AMPc/PKA induz a fosforilação do CREB e a transcrição de 
fatores relacionados à plasticidade sináptica, avaliamos também se o tratamento 
com ROF 0,03 mg/kg iria alterar a expressão de BDNF, PSD95 e sinaptofisina no 
córtex IL. A administração de ROF 3 horas após a sessão de extinção aumentou o 
BDNF no IL. O aumento da expressão do BDNF no córtex IL tem sido relacionado 
aos processos de consolidação da extinção, devido ao fato de ser um importante 
sinalizador para os processos plasticidade neuronal (SHARMA et al., 2013). 
Inclusive, sua participação no processo de extinção já foi mostrada em estudos ex-
vivo que apontaram que a administração do BDNF foi capaz de reverter à 
plasticidade que foi induzida pelo condicionamento, mimetizando o processo de 
extinção (SOLER-CEDEÑO et al, 2019.). Além disso, a utilização do 7,8-
dihidroxiflavona, agonista do receptor de tirosina quinase B (TrkB), receptor do 
BDNF, facilitou a extinção do medo sugerindo uma modulação pelo BDNF na 
aprendizagem e no processamento da memória de extinção (ANDERO et al., 
2011). Esse resultado assemelha-se com o encontrado por Kataoka, et al. (2018) 
que observou que os animais que foram submetidos ao protocolo de única 
apresentação prolongada ao estresse (um modelo animal para o TEPT em que os 
animais são apresentados a diversos estressores em um único dia) apresentaram 
redução da expressão de BDNF e da fosforilação do TrkB, e quando o BDNF era 
infundido no córtex IL, esse déficit era revertido e a extinção facilitada. 
Além disso, estudos indicam que o BDNF é necessário e suficiente para 
manter a memória de extinção acessível, pois, um estudo utilizando esquiva 
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inibitória demonstrou que a infusão de BDNF no hipocampo após a reativação da 
extinção melhorou a expressão da extinção tanto em 1 dia como 7 dias depois 
(RADISKE et al., 2015). Este efeito em parte semelhante ao visto em nossos 
resultados, pode estar associado com achados que indicam que o BDNF está 
relacionado com o aumento da expressão e atividade de uma isoforma atípica e 
autonomamente ativa da proteína quinase C (PKCa) presente apenas no SNC, a 
PKMζ, um sinalizador chave da persistência da memória. (KELLY et al, 2007; 
SAKTOR & HELL, 2017). Inclusive um estudo que investigou estimulação da LTP, 
in vitro, em fatias de hipocampo de camundongos KO para BDNF verificaram em 
seus resultados que a manutenção de longo prazo da LTP é dependente da 
relação de PKMζ com BDNF, afinal quando houve a reposição de BDNF a LTP foi 
potencializada e quando o peptídeo inibitório ζ (ZIP; antisense da PKMζ) foi 
administrado, a manutenção da LTP foi prejudicada (MEI et al, 2011). 
 Um fato curioso, é que o aumento da atividade da PKMζ está relacionado 
com a fase mais tardia da consolidação (MEI et al, 2011; SAKTOR & HELL, 2017), 
desta forma, este pode ser um possível mecanismo a ser explorado para explicar 
os efeitos observados pela administração de ROF na fase tardia da consolidação. 
Outra evidência que aponta a atividade do BDNF como potencializador da 
extinção é um estudo que utilizou o proBDNF (precursor do BDNF maduro) 
diretamente infundido no córtex IL 5 dias após a extinção da sessão e demonstrou 
que os animais apresentaram menos comportamento de congelamento quando 
comparados com o grupo controle, enquanto o grupo que recebeu anticorpos anti-
proBDNF apresentou maior tempo de congelamento em relação ao controle, 
sugerindo que o BDNF está associado com a manutenção da persistência da 
memória de extinção (SUN, LI & AN, 2018). Além disso, estudos anteriores 
indicaram que o aumento da sinalização do BDNF promoveu mudanças 
anatômicas e funcionais em regiões importantes para a manutenção da memória 
de medo e de extinção como: Hipocampo, amígdala, córtex anterior cingulado, 
nucleus accumbens e CPFvm (região homóloga em humanos ao córtex IL de 
roedores), reforçando a importância do BDNF para expressão da memória 
aversiva e de extinção (GREEN, CORSI-TRAVALI & NEUMEISTER, 2013). 
Outra possibilidade pode estar associada com o delineamento 
experimental, pois, um estudo demonstrou que ao aumentar a concentração 
cerebral de magnésio com a ingestão na água de magnésio l treonato, houve um 
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aumento dos níveis de CREB, BDNF e sinaptofisina no córtex IL (ABUMARIA et 
al., 2011). Contudo, neste experimento, os animais foram eutanasiados 24 horas 
após o aprendizado, enquanto, em nosso protocolo os animais foram 
eutanasiados 11 dias após o aprendizado da extinção e do tratamento. 
Nossos resultados indicaram também que não houve alterações na 
expressão de Sinaptofisina e PSD95 pela administração de ROF quando 
comparados com a administração de veículo, sugerindo que o aumento de BDNF 
não está diretamente associado com as alterações morfológicas dos neurônios no 
IL e sim por outros mecanismos de sinalização. Contudo, houve uma redução da 
expressão BDNF do grupo veículo quando comparado ao Naive, assim como, 
houve redução da PSD95 tanto no grupo ROF e quanto no veículo quando 
comparados com o Naive. Esta redução pode estar relacionada à exposição ao 
protocolo de condicionamento de medo ao contexto e possivelmente com as 
diferenças funcionais encontradas entre o PL e o IL na expressão da memória de 
medo, sendo que, o PL é uma estrutura fundamental para a discriminação de 
ambientes aversivos, enquanto o IL apresenta maior atividade para a 
discriminação de ambientes seguros (CORCHES et al., 2019). 
Além disso, a PSD95 apresenta um papel fundamental na formação da 
memória de medo, pois a utilização de ZL007, um composto que prejudica a 
ligação de PSD95 com o óxido nítrico sintase (fundamental para o fortalecimento 
da LTP), quando administrado sistemicamente prejudicou a formação da memória 
de medo e a administração diretamente na amígdala prejudicou a LTP (LI et al., 
2018). Curiosamente, outro trabalho que utilizou animais KO para PSD95 indicou 
prejuízos no aprendizado e expressão da extinção quando comparados com os 
animais sem a alteração (FITZGERALD et al., 2014).  Ainda, outro estudo que 
utilizou o protocolo de condicionamento auditivo verificou que independente do 
tratamento anterior à extinção com fluoxetina, houve um aumento da expressão 
tanto de Sinaptofisina quanto de PSD95 no IL 1 semana após a extinção. Esta 
diferença pode estar relacionada tanto com o fato de que o estímulo condicionado 
nos protocolos é diferente (contexto versus som), quanto de que em nosso 
protocolo os animais foram expostos ao TE1 e TE2 antes da eutanásia, enquanto 
no protocolo dos autores a eutanásia foi realizada 1 semana após a extinção sem 
a reapresentação ao estímulo. Além disso, os autores demonstraram que após a 
extinção tanto os marcadores que indicam aumento de sinapses excitatórias, 
67 
como o GluA2 (subunidade do receptor AMPA), quanto os marcadores que 
indicam o aumento das sinapses inibitórias, como exemplo GABA (A), estão 
aumentados, sugerindo que tanto os processos de plasticidade da depressão de 
longa duração (LTD, do inglês long-term depression) como o da LTP são 
importantes para a extinção (POPOVA et al., 2014). Outro estudo que corrobora 
com esta hipótese indicou que a expressão de BDNF no hipocampo ventral (vHIP) 
e a sinalização dependente de BDNF para o CPFm participam da regulação da 
extinção, pois, a administração tanto no PL quanto no IL de anti-BDNF prejudicou 
a evocação da extinção no protocolo de esquiva inibitória. Além disso, há aumento 
da expressão de BDNF nas vias vHIP-PL e vHIP-IL e quando há redução da 
expressão de BDNF pelos neurônios do vHIP, a extinção é prejudicada (ROSAS-
VIDAL et al., 2018). 
Portanto mais estudos são necessários para compreender como estas 
mudanças morfológicas e mecanismos de plasticidade podem estar envolvidos 
com a expressão da extinção e quais regiões estão envolvidas na consolidação e 
na persistência da extinção, afinal, com o passar do tempo à expressão da 
memória extinção passa a depender de outras regiões que recebem projeções do 
IL como, por exemplo, a amígdala, o vHIP e os núcleos do tálamo (TROYNER, 
BICCA & BERTOGLIO, 2018, DO-MONTE et al., 2015). É possível que essas 
regiões que recebem projeções do IL durante a consolidação da extinção também 




6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Os principais resultados encontrados neste trabalho estão ilustrados na 
figura 13. Em resumo, nossos achados apontam que o ROF, administrado na fase 
tardia da consolidação da memória de extinção, é capaz de melhorar a 
persistência da extinção. Efeito dependente da atividade do córtex IL e da 
atividade da PKA. Além disso, mostramos que a administração sistêmica de ROF 
na fase tardia da consolidação foi capaz de aumentar a expressão de BDNF no 
córtex IL, mas sem alterar a expressão dos marcadores de plasticidade 
sinaptofisina e PSD95. 
 Adicionalmente, relatamos que assim como a memória de medo, a memória 
de extinção também apresenta mecanismos tardios de síntese protéica para a sua 
manutenção. Mostramos também que a PKA apresenta um papel fundamental 
nessa modulação, pois, o ser inibir a PKA com H89, houve a reversão do efeito 
observado por ROF. Além disso, mostramos que o tratamento com ROF 
aumentou a expressão de BDNF com no IL 11 dias depois da extinção. Estes 
dados sugerem que há uma mudança funcional do CREB durante o processo de 
consolidação, pois a inibição de FDE-4 apresenta um efeito específico na fase 
tardia da consolidação. Contudo, estudos adicionais, são necessários para avaliar 
qual é efetivamente a participação do CREB na manutenção da extinção. 
Principalmente porque, avaliamos em nosso trabalho sinalizadores anteriores e 
posteriores ao CREB, mas não o CREB efetivamente. 
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Figura 13. Os efeitos do ROF na extinção. As setas vermelhas indicam a administração de ROF. 
Na fase inicial há aumento de proteínas que participam da melhora da transmissão do sinal, 
enquanto na fase tardia, há maior expressão de proteínas envolvidas no modelamento sináptico. A 
administração de ROF 20 min antes da extinção não apresentou efeitos persistentes. Na 
consolidação, os efeitos do ROF são limitados à fase tardia da consolidação. Na fase inicial e no 
fim da janela de consolidação, o ROF não apresentou nenhum efeito. 
 
O ROF é uma droga promissora para potencialização da memória de 
extinção, contudo ainda são necessários estudos adicionais avaliando como 
ocorre a modulação da memória de medo, afinal, neste trabalho, mostramos que o 
efeito do ROF é intimamente relacionado com a dose e o tempo de administração 
do fármaco. Um ponto importante de ressaltar para os estudos com o ROF é a sua 
segurança terapêutica, visto que já é aprovado para o tratamento da doença 
pulmonar obstrutiva crônica. 
Este trabalho também levantou indagações importantes no que diz respeito 
aos mecanismos associados ao efeito do ROF, como exemplo, a participação da 
inibição da FDE-4 em outras regiões encefálicas associadas à formação, 
consolidação e persistência da extinção. Neste sentido, é possível também que o 
ROF possa interferir nos mecanismos associados com a separação de padrão, 
função hipocampal responsável por diferenciar aprendizados semelhantes, em 
que estudos mostram uma relação do aprendizado da extinção com os 
mecanismos de separação de padrão (BENEVENTO et al, 2017; BURGER et al, 
2019). 
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 Um ponto evidenciado neste trabalho é a observação em longo prazo das 
interferências farmacológicas na extinção, visto que, poucos trabalhos observam o 
comportamento dos animais dias após a extinção e o tratamento. Além disso, em 
maioria, os trabalhos ficam limitados ao tratamento nas fases de aquisição e fases 
iniciais da consolidação a extinção. Contudo, nosso trabalho mostrou que a 
extinção também apresenta mecanismos de plasticidade tardios que são 
fundamentais para a sua expressão. Desta forma, explorar os mecanismos 
dependentes do tempo para o efeito dos fármacos é um fator que deve ser 
considerado ao estruturar um delineamento experimental. 
Portanto, ainda são necessários outros estudos para compreender os 
mecanismos envolvidos com formação, consolidação e persistência da extinção, 
para assim, propor interferências farmacológicas capazes de amplificar este 
aprendizado e possivelmente melhorar a terapia de exposição prolongada. Neste 
cenário, o ROF é um excelente candidato para estudos futuros, reforçando que, a 
dose e o tempo são fundamentais para a compreensão de seu efeito. 
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